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1. Περίληψη 

Η α-συνουκλεΐνη, είναι µια νευρωνική πρωτεΐνη µε 140 αµινοξέα που έχει 

συσχετισθεί µε έναν αριθµό νευροεκφυλιστικών νόσων. Η παρουσία µιας 

σηµειακής µετάλλαξης στο γονίδιο που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη αυτή, ήταν και η 

πρώτη ανακάλυψη που τη συνέδεσε µε µια σπάνια οικογενή µορφή της νόσου 

Πάρκινσον. Στη συνέχεια αποκαλύφθηκαν και άλλες µεταλλάξεις στο γονίδιο της 

α-συνουκλεΐνης που ανευρίσκονται σε οικογενείς µορφές της νόσου Πάρκινσον. Τα 

έγκλειστα που ονοµάζονται σωµάτια Lewy και αποτελούνται από πρωτεϊνικά 

συσσωµατώµατα, ανευρέθηκαν στη νόσο Πάρκινσον και στην φλοιϊκή άνοια µε 

σωµάτια Lewy, ενώ η βασική πρωτεΐνη από την οποία αποτελούνται είναι η α-

συνουκλεΐνη. Συσσωµατώµατα α-συνουκλεΐνης, έχουν εντοπιστεί και σε ένα 

ολοένα αυξανόµενο αριθµό νευροεκφυλιστικών νόσων, που το σύνολό τους 

αποδίδεται µε τον χαρακτηρισµό συνουκλεϊνοπάθειες. 

Η α-συνουκλεΐνη, φυσιολογικά βρίσκεται τόσο σε µια διαλυτή, χωρίς 

ιδιαίτερη δοµή µορφή, όσο και σε µια πιο σταθερή µορφή µε σχηµατισµούς α-

έλικας, που προσδένεται στις κυτταρικές µεµβράνες. Η φυσιολογική της λειτουργία 

στα κύτταρα είναι άγνωστη και πιθανολογείται ότι προϋποθέτει τον 

µετασχηµατισµό της από τη µια µορφή στην άλλη. Η ανώµαλη αναδίπλωση της α-

συνουκλεΐνης, ωστόσο, οδηγεί στη δηµιουργία µη διαλυτών ινιδιακών δοµών της 

πρωτεΐνης. Φαίνεται ότι µια πρώιµη δοµή αυτών των συσσωµατωµάτων, τα 

ονοµαζόµενα πρωτοϊνίδια αποτελούν την πιο τοξική µορφή της α-συνουκλεΐνης. 

Εποµένως, η ανακάλυψη και χρήση ουσιών που έχουν τη δυνατότητα να 

αναστέλλουν τη δηµιουργία αυτών των συσσωµατώσεων ή ακόµη και να την 

αναστρέφουν, αποτελεί µια δυνητική θεραπευτική εφαρµογή. Ήδη έχουν 

δοκιµαστεί διάφοροι χηµικοί αναστολείς της συσσωµάτωσης και τα πρώτα στοιχεία 

υποδεικνύουν ότι ο πιθανότερος µηχανισµός δράσης των ουσιών αυτών, 

συνίσταται στη δηµιουργία διαλυτών ολιγοµερών α-συνουκλεΐνης. Τα ολιγοµερή 

αυτά, σε αντίθεση µε τις ινιδιακές δοµές και τα πρωτοϊνίδια δεν ελαττώνουν την 

επιβίωση των κυττάρων. 

Μέχρι πρόσφατα, η α-συνουκλεΐνη εθεωρείτο µια αποκλειστικά 

κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη. Ωστόσο, µια σειρά από πρόσφατες έρευνες και 

παρατηρήσεις αποκάλυψε την παρουσία της πρωτεΐνης και σε εξωκυττάρια υγρά, 

όπως το εγκεφαλονωτιαίο υγρό και το πλάσµα. Ο µηχανισµός έκκρισης της  α-

συνουκλεΐνης από τα κύτταρα παραµένει υπό διερεύνηση. Ενδεχοµένως, το 

φαινόµενο αυτό της εξωκυττάρωσης της  α-συνουκλεΐνης να λειτουργεί ως 

ενισχυτικός µηχανισµός διασποράς των εκφυλιστικών µεταβολών, από µια µικρή 
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οµάδα κυττάρων στους περιβάλλοντες αυτών ιστούς. Για το λόγο αυτό, δυνητικά 

αποτελεί και ένα θεραπευτικό στόχο στην παρεµπόδιση της διασποράς της νόσου. 

Στην παρούσα µελέτη εξετάσαµε αρχικά την τοξικότητα της εκκρινόµενης 

α-συνουκλεΐνης. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων µας αποδεικνύουν ότι η α-

συνουκλεΐνη που εκκρίνεται µε φυσικό τρόπο από SHSY-5Y κύτταρα, είναι τοξική. 

Συγκεκριµένα, κατά την εφαρµογή θρεπτικού υλικού που περιείχε την φυσιολογικά 

εκκρινόµενη πρωτεΐνη σε καλλιέργειες διαφοροποιηµένων SHSY-5Y κυττάρων, 

παρατηρήσαµε ότι ένας αριθµός αυτών πεθαίνει. 

Στη συνέχεια ελέγξαµε την αποτελεσµατικότητα τριών χηµικών ουσιών που 

παρεµποδίζουν την πρωτεϊνική συσσωµάτωση: Congo red, Chrysamine G και 

Scyllo-inositol. Και οι τρεις αυτές ουσίες, έχουν χρησιµοποιηθεί έως τώρα σε 

µελέτες, όπου διερευνήθηκε η δράση τους στην κυτταροτοξικότητα που επάγεται 

από το αµυλοειδές β (Αβ) και έχει αποδειχθεί ότι µειώνουν ή και αναστέλλουν την 

τοξικότητα αυτή. Σε αναλογία µε το ρόλο της α-συνουκλεΐνης στη νόσο 

Πάρκινσον, το αµυλοειδές β σχηµατίζει ολιγοµερή συσσωµατώµατα που 

ενοχοποιούνται για την νευροτοξικότητα στη νόσο Αλτσχάιµερ. 

Επειδή, ωστόσο οι χηµικές αυτές ουσίες εµφανίζουν εγγενή τοξικότητα, 

πραγµατοποιήσαµε µια σειρά από πειράµατα, όπου αρχικά προσπαθήσαµε να 

εντοπίσουµε την ιδανική δόση για κάθε αναστολέα. Ως ιδανική, θεωρούµε τη δόση 

εκείνη η οποία θα είναι αποτελεσµατική ως προς την ανασταλτική της δράση στη 

δηµιουργία συσσωµατωµάτων α-συνουκλεΐνης και ταυτόχρονα θα προκαλεί τη 

µικρότερη δυνατή κυτταροτοξικότητα. 

Τα τελικά µας αποτελέσµατα έδειξαν ότι οι τρεις παραπάνω ουσίες µειώνουν 

την τοξικότητα που προκαλείται από την εφαρµογή θρεπτικού υλικού που περιέχει 

εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη, όταν αυτό προστεθεί σε διαφοροποιηµένα κύτταρα 

νευροβλαστώµατος. 

1. Summary 

Alpha-synuclein is a 140 amino acid neuronal protein that has been associated 

with several neurodegenerative diseases. A point mutation 

in the gene coding for the a-synuclein protein was the first discovery linking this 

protein to a rare familial form of Parkinson’s disease. Subsequently, other 

mutations in the a-synuclein gene have been identified in familial Parkinson’s 

disease. The aggregated proteinaceous inclusions called Lewy bodies found in 

Parkinson’s disease and cortical Lewy body dementia were discovered to be 

predominantly a-synuclein. Aberrant aggregation of a-synuclein has been 

detected in an increasing number of neurodegenerative diseases, collectively 

known as synucleopathies.  
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a-synuclein exists physiologically in both soluble and membrane-bound 

states, in unstructured and a-helical conformations, respectively. The 

physiological function of a-synuclein appears to require its translocation between 

these subcellular compartments and interconversion between the 2 

conformations. a-synuclein’s propensity to oligomerize and form fibrils may be 

central to its toxicity. A precursor of those filamental structures, called protofibrils 

appears to be the most toxic formation. 

Thus, agents that block or prevent the formation of oligomers and/or 

fibrils might be neuroprotective. Already, several compounds have been tested for 

their ability to inhibit the assembly of a-synuclein into filaments in vitro. 

Biochemical analysis revealed the formation of soluble oligomeric a-synuclein in 

the presence of inhibitory compounds, suggesting that this may be the 

mechanism by which filament formation is inhibited. Unlike a-synuclein filaments 

and protofibrils, these soluble oligomeric species did not reduce the viability of 

cells. 

Until recently, a-synuclein was considered to exist as a conventional 

cytosolic protein. However, a series of new observations demonstrate the 

presence of a-synuclein in extracellular biological fluids, such as cerebrospinal 

fluid and plasma. The exact mechanism of this secretion has not been 

characterized. Thus, exocytosis of a-synuclein may be an important mechanism of 

amplifying and spreading degenerative changes from a small group of cells to its 

surrounding tissues, and it potentially provides therapeutic targets for halting the 

progression of the disease. 

In the present study we examine the possible cytotoxic effect of secreted 

a-synuclein species and the role of three inhibitory compounds: Congo red, 

Chrysamine G, Scyllo-inositol. These compounds have been used so far in studies 

with oligomeric aggregates of amyloid β peptide, which is responsible for 

cytotoxicity in Alzheimer’s disease and it has been found that they reduce or even 

inhibit Ab-induced toxicity. 

However, these compounds are themselves cytotoxic. Due to this, we 

performed a number of experiments in order to determine the ‘‘ideal’’ dose, and 

with this we mean the dose that has the most reducing result in aggregation and 

simultaneously the less toxic effect in cells’ survival. 

Our results showed that secreted a-synuclein species are cytotoxic. On the 

other hand, when the three compounds were added to conditioned medium, 

containing naturally secreted a-synuclein species, they produced a reduction in 

the cytotoxic effects caused by the application of this medium on differentiated 

neuroblastoma cells. 



Μ.Π.Σ. Νευροεπιστήµες                                                               ∆ιπλωµατική Εργασία 

Ακαδηµία Αθηνών                                                                          Νικολάου Καλλιόπη 

 

6 

2. Εισαγωγή  

2.1.Νευροεκφυλιστικές νόσοι 

 
Στην κατηγορία αυτή κατατάσσονται νόσοι άγνωστης αιτίας και αβέβαιης 

παθογένειας, που µπορεί να παρουσιάζουν και κληρονοµικό χαρακτήρα, και 

χαρακτηρίζονται από χρόνια καταστροφή του νευρικού ιστού. Έχουν βραδεία, 

«ύπουλη» έναρξη, προïούσα εξέλιξη και διάχυτη συµπτωµατολογία, µε 

χαρακτηριστική τάση για συστηµατοποίηση. Τα πιο γνωστά παραδείγµατα 

νευροεκφυλιστικών νόσων είναι η νόσος Αλτσχάιµερ (AD), η νόσος Πάρκινσον 

(PD), η νόσος Huntington (HD), η πλάγια µυατροφική σκλήρυνση (ALS) και οι 

νόσοι prion (όπως η νόσος Jacobs-Creutzfeld) (Ross and Poirer, 2004). 

Τα τελευταία χρόνια γίνεται ολοένα και πιο εµφανές ότι οι νόσοι αυτές 

παρουσιάζουν κοινούς κυτταρικούς και µοριακούς µηχανισµούς στους οποίους 

περιλαµβάνονται ο σχηµατισµός πρωτεϊνικών συσσωµατώσεων και ενδοκυτταρικών 

εγκλείστων. Τα συσσωµατώµατα αυτά αποτελούνται συνήθως από ινιδιακές δοµές 

που προέρχονται από ανώµαλα αναδιπλούµενες πρωτεΐνες.  

Η επικρατέστερη θεωρία σήµερα, είναι ότι οι συσσωµατώσεις και τα 

έγκλειστα αντιπροσωπεύουν το τελευταίο στάδιο ενός µοριακού «καταρράκτη» 

αντιδράσεων, τα πρώιµα στάδια του οποίου σχετίζονται πιο άµεσα µε την 

παθογένεια της νόσου, δηλαδή τα πρωτοϊνίδια και όχι οι τελικές συσσωµατωµένες 

µορφές αποτελούν την τοξική µορφή της πρωτεΐνης (Conway et al., 2001, E.H. 

Norris et al., 2005). Σε αρκετές περιπτώσεις, έχει αποδειχτεί εξάλλου η εµπλοκή 

γενετικών παραγόντων στις πιο κοινές σποραδικές µορφές των νόσων (Νευρολογία 

Λογοθέτη 2004). 

 

2.2.Νόσος Πάρκινσον 

 
Γνωστή από τους αρχαίους χρόνους, περιγράφηκε για πρώτη φορά µε αδιάσειστα 

στοιχεία από τον James Parkinson το 1817 στη µονογραφία του µε τίτλο ‘‘Essay on 

the Shaking Palsy’’ ως εξής: «η νόσος χαρακτηρίζεται από ακούσια τροµώδη 

κίνηση, µε ελάττωση της µυϊκής ισχύος στα τµήµατα του σώµατος που βρίσκονται 

σε ηρεµία ή υποστηρίζονται, µε τάση πρόσθιας κλίσης του κορµού και επιτάχυνσης 

του βήµατος και µε την αισθητικότητα και τη νοηµοσύνη ανεπηρέαστες»  

Η ιδιοπαθής νόσος Πάρκινσον είναι µια προοδευτικά εξελισσόµενη νόσος 

µε κύριες εκδηλώσεις τον τρόµο ηρεµίας, τη δυσκαµψία, τη βραδυκινησία και την 

απώλεια των αντανακλαστικών στάσεων (διορθωτικών αντιδράσεων). 

Παθολογοανατοµικά, το κυριότερο εύρηµα είναι οι εκφυλιστικές αλλοιώσεις στην 
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περιοχή της µέλαινας ουσίας στο µεσεγκέφαλο και άλλων µονοαµινεργικών 

πυρήνων, καθώς και κυττάρων της ωχράς σφαίρας και του ραβδωτού σώµατος. 

Μακροσκοπικά, παρατηρείται αποχρωµατισµός της µέλαινας ουσίας (Eικόνα 1). 

Μικροσκοπικά, υπάρχει απώλεια νευρώνων, αύξηση της νευρογλοίας, 

κυτταροπλασµατικά έγκλειστα από εναπόθεση ανώµαλης πρωτεΐνης (κυρίως α-

συνουκλεΐνης και ουµπικουϊτίνης), που ονοµάζονται σωµάτια Lewy καθώς και 

σχοινοειδείς εναποθέσεις στους νευρίτες (νευρίτες  Lewy) (Dauer and Przedborski, 

2003).  

Η σπουδαιότητα της εναπόθεσης ανώµαλων δοµών α-συνουκλεΐνης έχει 

διαφανεί, πέρα από τις πρώτες µελέτες που την εντόπισαν στην µέλαινα ουσία σε 

σποραδική νόσο Πάρκινσον και στο νεοφλοιό σε άνοια µε διάχυτα σωµάτια Lewy, 

από το γεγονός ότι η εναπόθεση αυτή φαίνεται να επισυµβαίνει µε ένα σταδιακό 

τρόπο, ξεκινώντας από πυρηνικές δοµές στο κατώτερο στέλεχος, και 

ακολουθώντας µία ανιούσα πορεία.  Μόνο σε ένα τρίτο στάδιο φαίνεται να 

επηρεάζεται η µέλαινα ουσία  (Braak et al., 2006). Αυτό υποδεικνύει ότι η 

ανώµαλη αυτή εναπόθεση προηγείται της νευρωνικής εκφύλισης και των 

κλασσικών κινητικών συµπτωµάτων της νόσου και πιθανώς αποτελεί τη 

γενεσιουργό τους αιτία. Η παρουσία σωµατίων και νευριτών Lewy σε περιοχές 

εκτός του µεσεγκεφάλου, θεωρείται ότι συµπίπτει µε την εµφάνιση της 

δευτερεύουσας συµπτωµατολογίας της νόσου, που  περιλαµβάνει κατάθλιψη, 

άνοια και διαταραχές από το αυτόνοµο νευρικό σύστηµα. 

Η νόσος Πάρκινσον αποτελεί τη δεύτερη σε συχνότητα εµφάνισης 

νευροεκφυλιστική νόσο µετά τη νόσο Αλτσχάιµερ, µε ποσοστό που κυµαίνεται 

µεταξύ 0.5-1% σε άτοµα ηλικίας 65-69 ετών και αυξάνει κατά 1-3 ποσοστιαίες 

µονάδες σε άτοµα 80 ετών και άνω (στο γενικό πληθυσµό η συχνότητα της νόσου 

ανέρχεται σε 0.5-1‰). Η έναρξη της νόσου εµφανίζεται µετά την 5η δεκαετία, 

είναι σπάνια σε νεανική ηλικία και προσβάλλονται συχνότερα οι άνδρες σε 

αναλογία 3:2 (Νευρολογία Μumenthaler, 2002). 

Σύµφωνα µε όλο και περισσότερα στοιχεία από έρευνες τα τελευταία 

χρόνια, στους πιθανούς µηχανισµούς που έχουν ενοχοποιηθεί για τη νόσο 

Πάρκινσον εντάσσεται η συσσώρευση ανώµαλα αναδιπλούµενων πρωτεϊνών. 

Κάποιες µεταλλάξεις, προάγουν απευθείας τη δηµιουργία τέτοιων 

συσσωµατωµάτων (όπως πιστεύεται για την α-συνουκλεΐνη), ενώ άλλες 

προσβάλλουν τον κυτταρικό µηχανισµό που εντοπίζει και αποδοµεί τα 

συσσωµατώµατα αυτά (όπως οι Parkin, UCH-L1). Το οξειδωτικό στρες, που 

συνδέεται µε τη δυσλειτουργία των µιτοχονδρίων και τον ανώµαλο µεταβολισµό 

της ντοπαµίνης αποτελεί έναν ακόµα παράγοντα που προάγει τη δηµιουργία 

ανώµαλων πρωτεϊνικών συσσωµατωµάτων. 
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Εικόνα 1. Σχηµατική αναπαράσταση της φυσιολογικής (Α) και της παθολογικής (Β) στη νόσο 

Πάρκινσον µελαινοραβδωτής οδού. Υπάρχει εκσεσηµασµένη απώλεια ντοπαµινεργικών 

νευρώνων που προβάλλουν στην ωχρά σφαίρα και µικρότερη εκείνων που προβάλλουν στο 

κέλυφος (C) Εικόνες ανοσοϊστοχηµείας όπου επισηµαίνονται τα σωµάτια Lewy µε αντίσωµα 

έναντι της α-συνουκλεΐνης (αριστερά) και έναντι της ουµπικουϊτίνης (δεξιά) 

 

 

 

Παραµένει άγνωστο αν η ανώµαλη αναδίπλωση πρωτεϊνών προκαλεί βλάβες στα 

κύτταρα άµεσα ή µέσω σχηµατισµού συσσωµατωµάτων (πχ. σωµάτια Lewy). Το 

οξειδωτικό στρες, τα ενεργειακά ελλείµµατα (πχ. έλλειψη ΑΤΡ) και η ενεργοποίηση 

του µηχανισµού της απόπτωσης θεωρούνται παράγοντες που επίσης µπορούν να 

επάγουν το θάνατο των ντοπαµινεργικών νευρώνων στη νόσο Πάρκινσον (Dauer 

and Przedborski 2003, Feany 2004). 

Ένας σχηµατικός τρόπος των πιθανών µηχανισµών που εµπλέκονται στην 

νόσο Πάρκινσον παρουσιάζεται στην εικόνα 2. 
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Εικόνα 2. Αλληλεπιδράσεις των πρωτεινών που έχουν σχετιστεί µε τη νόσο Πάρκινσον.  
Η πρόσδεση της α-συνουκλεΐνης στις λιπιδικές µεµβράνες, προστατεύει την πρωτεΐνη από παθολογική 

αναδίπλωση και δηµιουργία συσσωµατώσεων. Μεταλλάξεις σε µια υδρολάση τη GBA, αλλοιώνουν τη 

σύνθεση των λιπιδίων και προάγουν τη συσσώρευση α-συνουκλεΐνης κυτταροπλασµατικά, η οποία 

παρουσιάζει τάση για ανώµαλη αναδίπλωση και σχηµατισµό των σωµατίων Lewy. Μεταλλάξεις της  

πρωτεΐνης DJ-1 επίσης προάγουν αυτή τη διαδικασία και δρουν και σε άλλα υποστρώµατα, εκτός της α-

συνουκλεΐνης. Μεταλλάξεις στην parkin και UCH-L1 παρεµποδίζουν την ικανότητα του κυττάρου να 

αποµακρύνει τις ελαττωµατικές πρωτεΐνες. Η ανώµαλη αναδίπλωση και συσσώρευση της α-συνουκλεΐνης 

και πιθανώς και άλλων πρωτεϊνών επάγει την διαδικασία του οξειδωτικού στρες και της ενεργειακής 

έκπτωσης. Μεταλλάξεις της PINK1 επηρεάζουν τη µιτοχονδριακή λειτουργία και η απάντηση στο 

οξειδωτικό στρες βασίζεται στη φυσιολογική λειτουργία της DJ-1 (Mel B. Feany, 2004).  
 

 

 

 
 

2.2.1.Οικογενείς και σποραδικές µορφές της Νόσου Πάρκινσον-

συσχέτιση µε την α-συνουκλεΐνη  

Αρχικά, είχε θεωρηθεί ότι η νόσος Πάρκινσον ήταν µια εξ’ολοκλήρου σποραδική 

νόσος. Ωστόσο, η εξέλιξη στη µοριακή γενετική έχει καταδείξει σηµαντικές 

γενετικές επιρροές στην ανάπτυξη της νόσου. Οκτώ χαρακτηρισµένοι γενετικοί 

τόποι σε πέντε διαφορετικά γονίδια έχουν συσχετιστεί µε αυτοσωµατικό 

επικρατούντα ή υπολειπόµενο τρόπο κληρονοµικότητας (Πίνακας 1). 

Πιο συγκεκριµένα, έχουν ενοχοποιηθεί µεταλλάξεις στο γονίδιο της α-

συνουκλεΐνης, µιας πρωτεΐνης µε άγνωστη λειτουργία που έχει βρεθεί ότι αποτελεί 

βασικό συστατικό των σωµατίων Lewy (Spillantini et al., 1997, 1998). Oρισµένες 

οικογένειες στην Ιταλία, που περιλαµβάνονταν στο Contursi kindred, και στην 

Ελλάδα, που εµφάνιζαν έναν αυτοσωµατικό κυρίαρχο τρόπο κληρονοµικότητας της 

νόσου Πάρκινσον, παρουσίαζαν µια µετάλλαξη, την A53T, στο γονίδιο που 

κωδικοποιεί την α-συνουκλεΐνη στο χρωµόσωµα 4 (Polymeropoulos et al., 1997). 

Σε οικογένειες στη Γερµανία εντοπίστηκε η µετάλλαξη Α30Ρ της α-συνουκλεΐνης, 

που κληρονοµείται µε τον ίδιο τρόπο (Kruger et al., 1998), ενώ µια τρίτη 

µετάλλαξη η Ε46Κ εντοπίστηκε σε µια ισπανική οικογένεια, κληρονοµείται µε 
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αυτοσωµατικό επικρατούντα τρόπο και αφορά το γονίδιο της α-συνουκλεΐνης 

(Zarrantz et al., 2004). 

 

Πίνακας 1. Γενετικοί τόποι που σχετίζονται µε τη νόσο του Πάρκινσον (προσαρµογή από Mel B. 

Feany, 2004) 

 

 

Γενετικός 

τόπος 

Χρωµοσωµική 

εντόπιση 

Τρόπος 

κληρονοµικότητας 
Πρωτεΐνη ∆ράση 

Γεωγραφική 

εντόπιση 

PARK1 4q21 
Αυτοσωµατικός 

επικρατούν 

α-

συνουκλεΐνη 
άγνωστη 

Ελλάδα, Ιταλία 

και Γερµανία 

PARK2 6q25.2-27 

Αυτοσωµατικός 

υπολειπόµενος (ή 

επικρατούν)  

parkin 
E3 λιγάση της 

ουµπικουϊτίνης 
 

PARK3 2p13 
Αυτοσωµατικός 

επικρατούν 
άγνωστη  Γερµανία 

PARK4 4q21 
Αυτοσωµατικός 

επικρατούν 

α-

συνουκλεΐνη 
άγνωστη ΗΠΑ 

PARK5 4p14 
Αυτοσωµατικός 

επικρατούν 
UCH-L1 

Υδρολάση του 

C-άκρου της 

ουµπικουϊτίνης 

Γερµανία 

PARK6 1p36 
Αυτοσωµατικός 

υπολειπόµενος 
PINK-1 

Πρωτεϊνική 

κινάση των 

µιτοχονδρίων 

Ιταλία 

PARK7 1p36 
Αυτοσωµατικός 

υπολειπόµενος 
DJ-1 

Σαπερόνη, 

απόκριση στο 

οξειδωτικό 

στρες 

Ολλανδία 

PARK8 12p11.2-13.1 
Αυτοσωµατικός 

επικρατούν 
άγνωστη  Ιαπωνία 

PARK9 1p36 
Αυτοσωµατικός 

υπολειπόµενος 
άγνωστη   

GBA 1q21 Ευεπιφορότητα GBA υδρολάση  

 

 

Σε σπάνιες οικογένειες υπάρχει διπλασιασµός ή τριπλασιασµός της 

χρωµοσωµικής περιοχής που περιλαµβάνει τo γονίδιο της α-συνουκλεΐνης στο ένα 

χρωµόσωµα, µε αποτέλεσµα αύξηση της έκφρασής της κατά ποσοστό 50-100%. 

Ανάλογη µε το ποσοστό αύξησης είναι και η κλινική εικόνα, που εµφανίζεται πιο 

πρώιµα και µε σηµεία άνοιας σωµατίων Lewy στις περιπτώσεις µόνο µε 

διπλασιασµό της ολικής ποσότητας της α-συνουκλεΐνης (Chartier-Harlin M.C. et al. 

2004, Singleton et al. 2003). Εποµένως, υπάρχει γραµµική συσχέτιση µεταξύ της 

δόσης της α-συνουκλεΐνης και της βαρύτητας της νόσου. Αυτά τα γενετικά 

ευρήµατα καταδεικνύουν ότι οι σηµειακές µεταλλάξεις πιθανότατα οδηγούν σε µια 
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τοξική δράση που υποκρύπτεται και στην φυσιολογική πρωτεΐνη, και εκδηλώνεται 

µόνο όταν τα επίπεδά της ξεπεράσουν κάποιο όριο. 

Συνηγορητικά, για την σπουδαιότητα της α-συνουκλεΐνης και στην 

σποραδική νόσο αποτελούν τα δεδοµένα από διάφορες οµάδες που συσχετίζουν 

τον κίνδυνο ανάπτυξης σποραδικής νόσου Πάρκινσον µε πολυµορφισµούς στην 

περιοχή του υποκινητή της α-συνουκλεΐνης, ή µε άλλες περιοχές του γονιδίου 

(Farrer et al., 2001, Mueller JC. et al., 2005, Mizuta I et al., 2006, Hadjigeorgiou 

GM et al., 2006, Maraganore DM et al., 2006). Οι πολυµορφισµοί αυτοί µπορεί να 

οδηγούν σε αύξηση της µεταγραφικής δραστηριότητας της α-συνουκλεΐνης (Chiba-

Falek O. et al., 2001). Εποµένως, γενετικά προκαθορισµένες ποικιλίες του γονιδίου 

της α-συνουκλεΐνης διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο και στην σποραδική νόσο. 

Η ανώµαλη εναπόθεση α-συνουκλεΐνης απεδείχθη ότι συνέβαινε και σε 

άλλα νοσήµατα, που καλούνται «συνουκλεïνοπάθειες», όπως η ατροφία 

πολλαπλών συστηµάτων, η άνοια µε διάχυτα σωµάτια Lewy, η παραλλαγή της 

νόσου Αλτσχάιµερ µε σωµάτια Lewy και άλλες ασθένειες. Όλα αυτά τα νοσήµατα 

παρουσιάζουν εναπόθεση α-συνουκλεΐνης σε µορφή εγκλείστων 

συσσωµατωµάτων. Στη νόσο Πάρκινσον η εναπόθεση ανώµαλων δοµών α-

συνουκλεΐνης φαίνεται να λαµβάνει χώρα µε ένα σταδιακό τρόπο, ξεκινώντας από 

πυρηνικές δοµές στο κατώτερο στέλεχος, και ακολουθώντας µία ανιούσα πορεία. 

Μόνο σε ένα τρίτο στάδιο φαίνεται να επηρεάζεται η µέλαινα ουσία, 

υποδεικνύοντας ότι η ανώµαλη αυτή εναπόθεση προηγείται της νευρωνικής 

εκφύλισης και των κλασσικών κινητικών συµπτωµάτων της νόσου και πιθανώς 

αποτελεί τη γενεσιουργό τους αιτία. 

Άλλες µεταλλάξεις που έχουν ανευρεθεί σε πάσχοντες από νόσο 

Πάρκινσον αφορούν στο γονίδιο που κωδικοποιεί την parkin µια πρωτεΐνη µε 

λειτουργία E3 λιγάσης της ουµπικουϊτίνης (Kitada et al., 1998, Farrer et al., 2001, 

Bonifati et al., 2003, Lincoln et al., 2003), στο γονίδιο της UCH-L1 (Leroy et al., 

1998), µιας πρωτεΐνης µε δράση υδρολάσης της ουµπικουϊτίνης, καθώς και στην 

PINK1 µια πρωτεΐνη µε δράση κινάσης των µιτοχονδρίων (Vallente et al., 2004). 

Επίσης, µεταλλάξεις στο γονίδιο της DJ-1 έχουν συσχετιστεί µε οικογενείς 

µορφές της νόσου Πάρκινσον (Petruccelli et al., 2002, Shendelman et al., 2004). 

Η DJ-1 είναι µια πρωτεΐνη της οποίας ο ρόλος δεν έχει ξεκαθαριστεί ακόµα: 

σύµφωνα µε κάποιες µελέτες συµµετέχει στη σωστή αναδίπλωση των πρωτεϊνών 

στα κύτταρα, ενώ κατά άλλες παίζει ρόλο στον έλεγχο του οξειδωτικού στρες. 

Επιπροσθέτως, από µελέτες σε παρκινσονικούς ασθενείς Εβραίους Ασκενάζι, 

έχει ενοχοποιηθεί µια υδρολάση, η GBA. Ο ρόλος της στην παθογένεια της νόσου 

Πάρκινσον είναι ακόµη υπό διερεύνηση, αλλά πιθανολογείται ότι δρα συνεργικά µε 
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άλλους παράγοντες στην ανώµαλη εναπόθεση α-συνουκλεΐνης. (Feany et al., 

2004, Wong et al., 2004). 

 

2.2.2.α-συνουκλεΐνη  

2.2.2.1. ∆οµή, εντόπιση και φυσιολογική λειτουργία της α-
συνουκλεΐνης  

 
Η πρώτη πρωτεΐνη που βρέθηκε ότι εµπλέκεται στη νόσο Πάρκινσον ήταν η α-

συνουκλεΐνη. Πρόκειται για µία µικρή σχετικά νευρωνική πρωτεΐνη 140 αµινοξέων, 

της οποίας η λειτουργία δεν είναι επακριβώς γνωστή. Η ονοµασία της προέρχεται 

από την αρχική ανεύρεσή της σε συνάψεις και πυρήνες. Εκφράζεται κυρίως στους 

νευρώνες, αλλά έκφρασή της έχει αναφερθεί επίσης σε ποικίλους άλλους τύπους 

κυττάρων, όπως κύτταρα γλοίας, αιµοπετάλια και ερυθροκύτταρα (Clayton D. F. et 

al., 1998, Clayton D. F. et al., 1999, Mori F. et al., 2002, Park S. M. Et al., 2002).  

Ο ακριβής εντοπισµός της µέσα στα νευρωνικά κύτταρα παραµένει ασαφής. 

Στο ώριµο Κεντρικό Νευρικό Σύστηµα φαίνεται να εντοπίζεται κυρίως στις 

νευρωνικές απολήξεις, σε προσυναπτικές περιοχές, σε παρασκευάσµατα 

προσυναπτικών κυστιδίων, χωρίς όµως να ανευρίσκεται µέσα σε αυτά. Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσιάζει µία πρόσφατη µελέτη, όπου η α-συνουκλεΐνη 

µετατοπίζεται από τις νευρωνικές απολήξεις µετά από νευρωνική δραστηριοποίηση 

(Iwai et al., 1995, Jakes et al., 1994, Masliah et al., 1996, Petersen et al., 1999, 

Hurtig et al., 2000). 

Σε ουδέτερο pH, στην µετουσιωµένη της µορφή, δεν έχει ιδιαίτερη 

δευτεροταγή ή τριτοταγή δοµή. Παρουσιάζει τάση πολυµερισµού, σχηµατίζοντας 

πρώτα διαλυτά, και σταδιακά µη διαλυτά ολιγοµερή, δηµιουργεί συσσωµατώµατα, 

και τελικά ινιδιακές δοµές, που θεωρείται ότι αποτελούν την βάση για την 

δηµιουργία των σωµατίων Lewy. Οι ινιδιακές αυτές δοµές έχουν στοιχεία που 

προσοµοιάζουν µε το β-αµυλοειδές. 

Η α-συνουκλεΐνη εµπεριέχει 3 βασικές περιοχές (Eικόνα 3), την αµινοτελική 

περιοχή µε επαναληπτικές δοµές µε την αλληλουχία KTKEGV που προσοµοιάζουν 

µε δοµές απολιποπρωτεϊνών, την κεντρική περιοχή NAC που είναι επαρκής αλλά 

και απαραίτητη για την δηµιουργία ινιδιακών δοµών, και την καρβοξυτελική 

περιοχή που έχει αρνητικό φορτίο και φαίνεται να αναστέλλει την τάση της α-

συνουκλεΐνης για συσσωµάτωση. 

Η α-συνουκλεΐνη µπορεί να υποστεί διάφορες µετα-µεταφραστικές 

αλλοιώσεις, ειδικότερα φωσφορυλίωση, οξείδωση-νιτροσυλίωση, και κατάτµηση 

προς τις καρβοξυλικές περιοχές (Li et al., 2005, Giasson et al., 2006, Anderson et 

al., 2006, Fujiwara et al., 2002). Θεωρείται ότι αυτές οι αλλοιώσεις µεταβάλλουν 
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την τάση της να δηµιουργεί ολιγοµερή και συσσωµατώµατα. Είναι πιθανό τέτοιοι 

παράγοντες να παίζουν µείζονα ρόλο στην ανώµαλη εναπόθεση α-συνουκλεΐνης 

στην σποραδική νόσο Πάρκινσον, και να συντείνουν στην τοξική της δράση. 

 

Εικόνα 3. Το γονίδιο της α-συνουκλεΐνης όπου καταγράφονται οι τρεις περιοχές: το αµινοτελικό 

άκρο, το οποίο είναι ιδιαίτερα συντηρηµένη περιοχή (αλληλουχία 1-65) και περιλαµβάνει 

παραλλαγές της αλληλουχίας KTKEGV  που προσοµοιάζουν µε δοµές απολιποπρωτεϊνών , το 

κεντρικό υδρόφοβο τµήµα (αλληλουχία 66-95) που εµπεριέχει την περιοχή NAC η οποία είναι 

υπεύθυνη για το σχηµατισµό ινιδιακών δοµών και το καρβοξυτελικό άκρο (αλληλουχία 96-140) 

το οποίο διαφοροποιείται στα διάφορα είδη και φαίνεται να παίζει ρόλο σαπερόνης 

αναστέλλοντας την τάση της α-συνουκλεΐνης για συσσωµάτωση. Σηµειώνονται επίσης οι θέσεις 

των σηµειακών µεταλλάξεων  A30P, A53T και Ε46Κ ( Recchia et al., 2004) 

 

 

 

Η λειτουργία της α-συνουκλεΐνης παραµένει αδιευκρίνιστη. Θεωρείται ότι 

εµπλέκεται στη ρύθµιση της συναπτικής πλαστικότητας (Abeliovich et al., 2000) 

στη νευρωνική διαφοροποίηση καθώς και στη βιοσύνθεση της ντοπαµίνης (Perez 

et al., 2002). Επίσης, της έχουν αποδοθεί ιδιότητες µοριακής σαπερόνης (Souza et 

al., 2000). Πρόσφατες µελέτες παρέχουν στοιχεία ότι η α-συνουκλεΐνη διαθέτει 

κάποιες κοινές ιδιότητες µε πρωτεΐνες-µεταφορείς λιπαρών οξέων διαµέσου των 

µεµβρανών των νευρώνων (Cole et al., 2002, Sharon et al., 2001). Έχει επιπλέον 

καταδειχθεί ότι νευρικά κύτταρα στα οποία υπάρχει υπερέκφραση του αγρίου 

τύπου της πρωτεΐνης είναι περισσότερο ανθεκτικά στο οξειδωτικό στρες σε σχέση 

µε κύτταρα µάρτυρες. Τέλος, υπάρχουν µελέτες όπου φαίνεται ότι εξωγενής, µη 

συσσωµατωµένη πρωτεΐνη σε χαµηλές συγκεντρώσεις προστατεύει τα νευρικά 

κύτταρα σε στρεσσογόνες για τα κύτταρα συνθήκες, όπως η διατροφική ένδεια, το 

οξειδωτικό στρες και η διεγερσιτοξικότητα (Hedge et al., 2003). Αντιθέτως, τα 

συσσωµατώµατα α-συνουκλεΐνης βρέθηκε ότι είναι τοξικά για τα νευρικά κύτταρα, 

πιθανώς µέσω δηµιουργίας υπεροξειδίου του υδρογόνου. 
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Οι πιθανές φυσιολογικές λειτουργίες της α-συνουκλεΐνης συνοψίζονται 

στον πίνακα 2. 

 

Πίνακας 2. Πιθανές φυσιολογικές λειτουργίες της α-συνουκλεΐνης ( προσαρµογή από Hedge et al., 

2003) 

 
Συναπτική πλαστικότητα: αλληλεπίδραση της α-συνουκλεΐνης µε εγκεφαλικά κυστίδια και 

φωσφολιπιδικές µεµβράνες 

Ανάπτυξη και διατήρηση των συνάψεων: εντοπίστηκε σε αναπτυσσόµενες προ-

συναπτικές απολήξεις 

Νευρωνική διαφοροποίηση: επεξεργασία κυττάρων PC12 µε τον αυξητικό παράγοντα 

των νεύρων (NGF) προκάλεσε αύξηση των επιπέδων της α-συνουκλεΐνης 

Μεταβολισµός λιπιδίων: η α-συνουκλεΐνη παρουσιάζει αυξηµένη τάση  πρόσδεσης σε 

µόρια µε µεγάλο υδρόφοβο περιεχόµενο ή εκτεθειµένες υδροφοβικές περιοχές 

∆υναµική των κυστιδίων: ο αριθµός των κυστιδίων στις προσυναπτικές απολήξεις 

µειώθηκε όταν η έκφραση της α-συνουκλεΐνης ήταν σηµαντικά ελαττωµένη σε καλλιέργεια 

κυττάρων από αρουραίο ή σε knock-out ποντίκια  

Φλεγµονώδεις διαδικασίες και ανοσο-απόκριση: τα επίπεδα της α-συνουκλεΐνης 

αυξήθηκαν µετά από διέγερση µε ιντερλευκίνη-1β σε ανθρώπινη κυτταρική καλλιέργεια 

αστροκυττάρων 

Τροποποίηση της τ  (tau)  λειτουργίας: η ικανότητα της α-συνουκλεΐνης να 

φωσφορυλιώνει τη σερίνη-262 της (τ), αναστέλλει την πρόσδεση της tau στους 

µικροσωληνίσκους  

 

 

2.2.2.2. Εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη  

Η α-συνουκλεΐνη δε διαθέτει αλληλουχία πρόσδεσης στο ενδοπλασµατικό δίκτυο 

και µέχρι πρόσφατα εθεωρείτο αποκλειστικά ενδοκυττάρια πρωτεΐνη.  

Από πρόσφατες µελέτες προέκυψαν στοιχεία για την ύπαρξη µιας 

εξωκυττάριας µορφής α-συνουκλεΐνης που απελευθερώνεται από τους νευρώνες 

και εντοπίζεται στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό και το πλάσµα, καθώς και σε θρεπτικό 

µέσο από καλλιέργειες µε ανθρώπινα κύτταρα νευροβλαστώµατος (Borghi et al., 

2000, El-Agnaf et al., 2003, Miller et al., 2004). Η εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη 

εντοπίστηκε τόσο σε ασθενείς µε νόσο Πάρκινσον όσο και σε υγιείς, ενώ τα 

επίπεδά της στο πλάσµα βρέθηκαν αυξηµένα σε ασθενείς µε την οικογενή νόσο 

Πάρκινσον που φέρουν τον τριπλασιασµό του γονιδίου της α-συνουκλεΐνης.  

In vitro, η έκκριση της α-συνουκλεΐνης έχει διερευνηθεί µε µελέτες 

διαµόλυνσης µέσω αδενοϊού, του cDNA της ανθρώπινης α-συνουκλεΐνης, σε 

ανθρώπινα κύτταρα νευροβλαστώµατος SHSY-5Y (Lee et al., 2005), µε µελέτες 
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επιµόλυνσης µε το πλασµίδιο της α-συνουκλεΐνης σε κύτταρα νευροβλαστώµατος 

SK-N-BE (Sung et al., 2005) και µε τη δηµιουργία σταθερών κυτταρικών σειρών 

νευροβλαστώµατος Μ17 που υπερεκφράζουν την αγρίου τύπου α-συνουκλεΐνη, 

µετά από επιµόλυνση µε το cDNA της (El-Agnaf et al., 2003 ) . 

Ωστόσο, δεν έχει διασαφηνιστεί ο ακριβής µηχανισµός µε τον οποίο γίνεται 

η έκκριση της α-συνουκλεΐνης από τα κύτταρα. Τα δύο πιθανά µονοπάτια έκκρισης 

είναι: εκείνο που εξαρτάται από το σύστηµα Golgi-ενδοπλασµατικό δίκτυο (ER) και 

ένας ανεξάρτητος, µη συµβατικός µηχανισµός.   

Σύµφωνα µε το πρώτο µονοπάτι, που προτείνεται από την οµάδα του El-

Agnaf, τα δυο δισόξινα µοτίβα Asp-X-Glu, που εντοπίζονται στο καρβοξυτελικό(C-) 

άκρο της α-συνουκλεΐνης, αποτελούν αλληλουχία σηµατοδότησης για τη µεταφορά 

από το ER στο Golgi και αλληλεπιδρούν µε το σύµπλεγµα πρωτεϊνών COPII του ER 

(Barlowe 2002). Παρόλο που η α-συνουκλεΐνη στερείται σηµατοδότησης 

πρόσδεσης στο ER, η αµφιπαθητική δοµή α-έλικας που διαθέτει την καθιστά ικανή 

να προσδένεται στα λιπίδια των µεµβρανών (Sharon et al., 2001, Narayanan et 

al., 2001) και να τις διαπερνά. Εφόσον, λοιπόν η πρωτεΐνη µπορεί να προσδεθεί 

στο ER, στη συνέχεια µέσω του συµπλέγµατος COPII µεταφέρεται στο Golgi, και 

από εκεί µπορεί να εκκριθεί από το κύτταρο. Επιπλέον, υπάρχουν στοιχεία ότι τα 

δισόξινα µοτίβα, Asp-X-Glu, αλληλεπιδρούν µε το σύµπλεγµα της πρωτεΐνης-3 και 

εµπλέκονται στην επιφανειακή µεταφορά στο Golgi (Nishimura et al., 2002). 

Συνηγορητικό, τέλος για τα ανωτέρω, αποτελεί το γεγονός ότι η β- και γ- 

συνουκλεΐνη, που δεν εκκρίνονται, δεν περιέχουν αυτά τα δυο µοτίβα (Εικόνα 4).    

 

 

Στο µη συµβατικό µονοπάτι, όπου η έκκριση δεν εξαρτάται από το σύστηµα 

Golgi-ER ένας δυνητικός µηχανισµός είναι η ανακύκλωση ενδοσωµάτων και ένας 

άλλος η παραγωγή εξωσωµάτων (Νickel et al., 2003).  

Οι S-J. Lee και συνεργάτες, προτείνουν τον πιο ολοκληρωµένο υποθετικό 

µηχανισµό µη συµβατικής έκκρισης. Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό, ένα µικρό ποσό 

Εικόνα 4. Αλληλουχία των αµινοξέων του C-άκρου της α-, β- και γ- συνουκλεΐνης. Μόνο το µόριο 

της α-συνουκλεΐνης περιέχει τα δυο δισόξινα µοτίβα Asp-X-Glu, τα οποία στο σχήµα είναι 

υπογραµµισµένα (Nishimura et al., 2002). 
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κυτταροπλασµατικής α-συνουκλεΐνης εισέρχεται σε κυστίδια και εκκρίνεται από τα 

κύτταρα µε τη διαδικασία της εξωκυττάρωσης. Η ταυτότητα αυτών των κυστιδίων 

παραµένει άγνωστη. Το ποσό αυτό της πρωτεΐνης, εµφανίζει µεγαλύτερη τάση για 

συσσωµάτωση, σε σχέση µε την κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη (Lee et al., 2005). 

∆ιαπιστώθηκε, εξάλλου ότι µείωση της θερµοκρασίας, που αποτελεί παράγοντα 

αναστολής της εξωκυττάρωσης, είχε ως αποτέλεσµα τη µείωση της απελευθέρωσης 

α-συνουκλεΐνης από τα κύτταρα. Επιπλέον, η έκκριση της  α-συνουκλεΐνης, δεν 

επηρεάστηκε από την παρουσία βρεφελντίνης Α (ΒFA), ενός αναστολέα της 

έκκρισης µέσω του συστήµατος ER-Golgi, γεγονός που συνηγορεί υπέρ της 

ύπαρξης ενός µη συµβατικού µηχανισµού έκκρισης (Lee et al., 2005).  

Το υποθετικό µοντέλο του S-J. Lee, απεικονίζεται σχηµατικά στην εικόνα 5.  

Εικόνα 5. Υποθετικό µοντέλο της έκκρισης και της λειτουργίας της εκκρινόµενης α-

συνουκλεΐνης. Η εκκρινόµενη πρωτεΐνη αποµακρύνεται από τον εξωκυττάριο χώρο µε 

πρωτεολυτική αποδόµηση ή εισέρχεται σε γειτονικά κύτταρα. Η συσσώρευση της α-

συνουκλεΐνης στον εξωκυττάριο χώρο, µπορεί να ενεργοποιήσει τα µικρογλοιακά κύτταρα και να 

προκαλέσει νευροεκφυλισµό µέσω αντιδράσεων φλεγµονής. (προσαρµογή από S-J. Lee 2008) 

 

 
 

 

2.2.2.3. Τοξικές µορφές α-συνουκλεΐνης-µηχανισµοί τοξικής 

δράσης-παράγοντες που επηρεάζουν τη δηµιουργία 

συσσωµατώσεων  

In vitro µελέτες έχουν δείξει ότι επώαση της αγρίου τύπου α-συνουκλεΐνης υπό 

ορισµένες συνθήκες οδηγεί σταδιακά στην δηµιουργία µη διαλυτών ινιδίων και 

συσσωµατώσεων. Η παρουσία της µετάλλαξης A53T, αλλά όχι της A30P, οδηγεί 

στην πιο γρήγορη και έντονη δηµιουργία συσσωµατώσεων. Και οι δύο όµως 

µεταλλάξεις έχουν µία µεγαλύτερη ροπή στη δηµιουργία πρόδροµων µορφών των 

ινιδίων, που ονοµάζονται πρωτοϊνίδια (protofibrils), σε σχέση µε την αγρίου τύπου 
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πρωτεΐνη. Η Ε46Κ µετάλλαξη σχηµατίζει και αυτή, όπως και η Α53Τ, ινίδια και 

συσσωµατώσεις. 

Η κοινή δράση των µεταλλάξεων στο επίπεδο των πρωτοϊνιδίων ενισχύει τη 

θεωρία ότι τα πρωτοϊνίδια και όχι οι πιο ώριµες συσσωµατωµένες µορφές 

αποτελούν την τοξική µορφή της α-συνουκλεΐνης (Εικόνα 6). Η θεωρία αυτή 

υποστηρίζεται από το γεγονός ότι η ντοπαµίνη και άλλες κατεχολαµίνες εµποδίζουν 

την µετατροπή in vitro της α-συνουκλεΐνης από πρωτοϊνιδιακή σε ινιδιακή µορφή, 

κάτι που θα µπορούσε να συνδεθεί µε την σχετικά επιλεκτική βλάβη των 

ντοπαµινεργικών και άλλων κατεχολαµινεργικών νευρώνων στη νόσο Πάρκινσον. 

Μια σειρά από επιπρόσθετα στοιχεία συνηγορούν υπέρ της συγκεκριµένης 

θεωρίας. Πιο συγκεκριµένα, βρέθηκαν αδιάλυτα ολιγοµερή σε εγκεφάλους 

ασθενών µε νόσο Πάρκινσον που φέρουν τον τριπλασιασµό του γονιδίου της α-

συνουκλεΐνης (Miller et al., 2004). Επίσης, η παρουσία της µετάλλαξης Α30Ρ 

επιταχύνει δραµατικά τον αρχικό πολυµερισµό της πρωτεΐνης, ενώ καθυστερεί 

σηµαντικά τη δηµιουργία ώριµων ινιδιακών δοµών (Conway et al., 2000b, Li et 

al., 2001,2002). Επιπροσθέτως, τα ολιγοµερή αυτά σχηµατίζουν δοµές που 

προσοµοιάζουν µε πόρους και καταστρέφουν τις κυτταρικές µεµβράνες (Volles and 

Lansbury 2002). 

Εικόνα 6. Τα πρωτοϊνίδια και όχι οι πιο ώριµες συσσωµατωµένες µορφές αποτελούν την τοξική 

µορφή της α-συνουκλεΐνης. Στοιχεία από µελέτες συνηγορούν στο συµπέρασµα ότι τα σωµάτια 

Lewy δεν προκαλούν, αλλά αντίθετα προστατεύουν από νευροεκφυλισµό (Goldberg and 

Lansbury 2000). 
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Στοιχεία που συνηγορούν υπέρ της τοξικότητας των ολιγοµερών-

πρωτοϊνιδίων είναι και τα ακόλουθα (Cookson 2005): 

 

• Σε κυτταρικά µοντέλα, τοξικότητα εµφανίζεται χωρίς την παρουσία µεγάλων 

συσσωµατώσεων της πρωτεΐνης (Xu et al., 2002) 

• Ανιχνεύσιµες συσσωµατώσεις και εναποθέσεις αδιάλυτων µορφών α-

συνουκλεΐνης επισυµβαίνουν πολύ αργότερα από την έλευση του κυτταρικού 

θανάτου in vitro (Gosavi et al., 2002) 

• ∆ιαγονιδιακά ποντίκια τα οποία εκφράζουν την ανθρώπινη αγρίου τύπου α-

συνουκλεΐνη (WT) σε επίπεδα συγκρίσιµα µε την ενδογενή πρωτεΐνη, 

ανέπτυξαν µη ινιδιακά ενδονευρωνικά έγκλειστα σε διάφορες περιοχές του 

εγκεφάλου, συµπεριλαµβανοµένης της συµπαγούς µοίρας της µέλαινας 

ουσίας (SN pars compacta) (Masliah et al., 2000) 

• Σε διαγονιδιακά ποντίκια τα οποία εκφράζουν την WT και την Α53Τ α-

συνουκλεΐνη υπάρχει νευροεκφυλισµός χωρίς ινιδιακά έγκλειστα εκτός της 

µέλαινας ουσίας (van der Putten et al., 2000) 

• Η έκφραση της ανθρώπινης α-συνουκλεΐνης µε λεντοϊούς σε µέλαινα ουσία 

αρουραίου οδήγησε σε επιλεκτική ντοπαµινεργική τοξικότητα παρουσία µη 

ινιδιακών εγκλείστων (Lo Bianco et al., 2002) 

• Τα έγκλειστα που περιέχουν α-συνουκλεΐνη σε κάποια ζωικά µοντέλα δεν 

περιέχουν ινίδια, ενώ παράλληλα σε µύγες στις οποίες δεν παρατηρείται 

νευροεκφυλισµός υπάρχουν ινιδιακά έγκλειστα (Auluck and Bonini 2002, 

Auluck et al., 2002) 

• Σε ασθενείς µε νόσο Πάρκινσον συσσωµατώµατα α-συνουκλεΐνης έχουν 

αναγνωριστεί σε νευρώνες σε µορφές άλλες εκτός των σωµατίων Lewy 

(Irizarry et al., 1998, Galvin et al., 1999, Arima et al., 1998a, Braak et al., 

1999, Crowther et al., 2000) 

Ποιος είναι όµως ο µηχανισµός µέσω του οποίου η α-συνουκλεΐνη και 

συγκεκριµένα τα συσσωµατώµατα αυτής προκαλούν την τοξική τους δράση στα 

κύτταρα; 

Η ανώµαλη αναδίπλωση της α-συνουκλεΐνης είναι δυνατόν να επάγει 

µηχανισµούς στρες στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (ER stress), οι οποίοι αν 

δραστηριοποιηθούν υπέρµετρα, δηµιουργούν µη αναστρέψιµες βλάβες και τελικά 

θάνατο των κυττάρων. Αυτός ο µηχανισµός έχει αναφερθεί ότι διεγείρεται από 

επαγόµενη έκφραση της µεταλλαγµένης µορφής Α53Τ σε κύτταρα PC12. Επιπλέον, 

µία φαρµακευτική ουσία, η salubrinal, που αναστέλλει την υπέρµετρη αυτή 

αντίδραση στο ενδοπλασµατικό δίκτυο, οδήγησε σε µείωση της τοξικής δράσης της 

Α53Τ α-συνουκλεΐνης (Smith W.W. et al., 2005).  
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Πολύ σηµαντική είναι και η έρευνα της Susan Linqwist και συνεργατών, οι 

οποίοι χρησιµοποιώντας ένα σύστηµα µυκήτων, παρατήρησαν ότι η έκφραση της 

α-συνουκλεΐνης οδηγεί σε πρώιµο πρόβληµα στη µεταφορά κυστιδίων και 

πρωτεϊνών µεταξύ ενδοπλασµατικού δικτύου και Golgi, µε αποτέλεσµα την 

πρόκληση στρες στο ενδοπλασµατικό δίκτυο. Παράλληλα, ταυτοποίησαν µόρια τα 

οποία µεταβάλλουν την τοξικότητα της α-συνουκλεΐνης. ∆ιαπίστωσαν, ότι έκφραση 

του µορίου Rab1 και άλλων πρωτεϊνών που επάγουν την επικοινωνία και 

µεταφορά κυστιδίων και πρωτεϊνών στον άξονα ενδοπλασµατικό δίκτυο-Golgi 

προσέδωσε σηµαντική προστατευτική δράση. Επιπλέον, η προστατευτική δράση 

του Rab1  έναντι της τοξικής δράσης της α-συνουκλεΐνης απεδείχθη και σε 

πρωτογενή ντοπαµινεργικά κυτταρικά συστήµατα θηλαστικών, αλλά και στα 

µοντέλα σε µύγες και C. Elegans (McNaught K.S. et al., 2001).   

Μια άλλη θεωρία για την τοξική δράση της α-συνουκλεΐνης είναι ότι 

δηµιουργεί πρόβληµα στο σύστηµα αποδόµησης πρωτεϊνών, και ιδιαίτερα στο 

σύστηµα ουµπικουϊτίνης-πρωτεασώµατος (Ubiquitin-Proteasome System, UPS). Οι 

πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από δύο άλλα γονίδια στα οποία µεταλλαγές 

προκαλούν οικογενή νόσο Πάρκινσον, τα γονίδια της Parkin και της UCH-L1, 

συµµετέχουν στο UPS (McNaught et al., 2001).  Έχει πράγµατι ανευρεθεί σε 

παθολογοανατοµικό υλικό ασθενών µε σποραδική νόσο Πάρκινσον, µειωµένη 

δραστηριότητα και έλλειψη συγκεκριµένων υποοµάδων του πρωτεασώµατος 

(McNaught et al., 2002,  Tofaris G.K. et al, 2003). Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι 

αναστολή του πρωτεασώµατος σε ποικίλα κυτταρικά συστήµατα οδηγεί στην 

δηµιουργία συσσωµατώσεων και εγκλείστων που προσοµοιάζουν µε σωµάτια Lewy, 

καθώς και σε κυτταρική εκφύλιση (Rideout, H. J et al., 2001, 2002, 2003, 2005, 

Dietrich P. et al., 2003, McNaught et al., 2002).   

Στο εργαστήριό µας ανευρέθη ότι έκφραση της µεταλλαγµένης Α53Τ 

µορφής της α-συνουκλεΐνης σε νευρωνικά κύτταρα οδηγεί σε πρωτεασωµική 

δυσλειτουργία (Stefanis L. et al., 2001). Το γεγονός αυτό έχει επιβεβαιωθεί και 

από άλλους ερευνητές, αν και δεν υπάρχει απόλυτη συµφωνία (Martin-Clemente 

B. et al., 2004, Petrucelli L. et al., 2002, Tanaka Y. et al., 2001). Ακόµη και η WT 

πρωτεΐνη έχει αναφερθεί ότι προκαλεί πρωτεασωµική δυσλειτουργία σε µία µελέτη 

(Snyder et al., 2003). Στο εργαστήριό µας, έχουµε εξετάσει τον µηχανισµό µέσω 

του οποίου η α-συνουκλεΐνη προκαλεί αυτό το φαινόµενο, και έχουµε αποδείξει ότι 

ειδικές ενδιάµεσες διαλυτές ολιγοµερείς µορφές σχετίζονται άµεσα µε το 

πρωτεάσωµα και είναι υπεύθυνες για την αναστολή του (Emmanoulidou E. et al., 

2008). Σε in vitro µελέτες σε δοκιµαστικούς σωλήνες έχει δειχθεί επίσης ότι η α-

συνουκλεΐνη ενώνεται µε υποοµάδες του πρωτεασωµικού συµπλέγµατος, και ότι οι 

ινιδιακές µορφές αναστέλλουν πολύ πιο έντονα την πρωτεασωµική λειτουργία σε 
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σχέση µε την µονοµερή µορφή (Snyder  H. et al., 2003, Ghee M. et al., 2000, 

Lindersson E. et al., 2004).   

Το άλλο µείζον σύστηµα αποδόµησης ενδοκυττάριων πρωτεϊνών είναι το 

λυσόσωµα, όπου αποδοµούνται ενδοκυττάριες πρωτεΐνες µέσω διαφόρων 

µηχανισµών αυτοφαγίας. Μεταλλαγµένες µορφές της α-συνουκλεΐνης προκαλούν 

έντονη διαταραχή και αυτού του συστήµατος σε νευρωνικά κύτταρα (Cuervo AM. 

et al., 2004). Ο µηχανισµός εδώ φαίνεται να σχετίζεται µε την επιλεκτική 

αναστολή του ειδικού αυτοφαγικού µονοπατιού της αυτοφαγίας µέσω σαπερονών 

(Chaperone-Mediated Autophagy, CMA) (Vogiatzi T. et al., 2008). 

Έχει επιχειρηθεί συσχέτιση της τοξικής δράσης της α-συνουκλεΐνης µε την 

παρουσία ντοπαµίνης. Οι Xu και συνεργάτες (Xu J. et al., 2002), καθώς και οι 

Zhou και συνεργάτες (Zhou ZD. et al., 2006) παρατήρησαν ότι η τοξική της δράση 

της α-συνουκλεΐνης σε ντοπαµινεργικά κύτταρα εξαρτάται από την ύπαρξη 

ντοπαµίνης. Σε µία άλλη µελέτη πάντως, σηµαντική αύξηση ντοπαµίνης δεν 

συνδυάστηκε µε µεταβολή της τοξικής δράσης της α-συνουκλεΐνης, αν και οι 

διαλυτές ολιγοµερείς µορφές αυξήθηκαν (Mazzulli JR. et al., 2006).   

Πρόσφατα, η θεωρία της σηµασίας της δηµιουργίας πόρων έχει ενισχυθεί µε 

την ανακάλυψη ότι in vitro η α-συνουκλεΐνη µπορεί να προκαλέσει άνοιγµα µικρών 

πόρων σε συναπτικά κυστίδια, δράση που επάγεται µε τις µεταλλάξεις, ενώ οι 

µεταλλαγµένες µορφές οδηγούν σε αυξηµένη διήθηση κατεχολαµινών από 

συναπτικά κυστίδια σε ντοπαµινεργικά κύτταρα, κάτι που οδηγεί σε αυξηµένα 

επίπεδα κυτταροπλασµατικών κατεχολαµινών, που µε την σειρά τους επάγουν 

οξειδωτικό στρες (Mosharov EV. et al., 2006).   

 Μία ενδιαφέρουσα θεωρία για την τοξική δράση της α-συνουκλεΐνης θέτει 

ως ιδιαίτερα σηµαντική την συσχέτισή της µε το σύστηµα των µικροσωληνίσκων 

και τον κυτταροσκελετό γενικότερα. Από παθολογοανατοµικής απόψεως, δράση σε 

αυτό το σηµείο θα µπορούσε να εξηγήσει γιατί στη νόσο Πάρκινσον η παθολογική 

διεργασία φαίνεται να επηρεάζει πρωτίστως τους νευράξονες και σε ένα µετέπειτα 

στάδιο να επιδρά στο νευρωνικό σώµα. Η φυσιολογική α-συνουκλεΐνη υποβοηθά 

τον πολυµερισµό των µικροσωληνίσκων (Alim MA. et al., 2004). Η παθολογική 

όµως πρωτεΐνη, µέσω άµεσης ή έµµεσης δράσης, φαίνεται να κατακερµατίζει 

πολυµερισµένους µικροσωληνίσκους και να προκαλεί έτσι εκφυλισµό των 

νευραξόνων (Lee HJ. et al., 2006). 

Έχει επίσης αναφερθεί ότι η α-συνουκλεΐνη σε υψηλά επίπεδα µπορεί να 

αναστέλλει µονοπάτια επιβίωσης, όπως της µεταβίβασης σήµατος των κινασών 

ERK/MAP (Iwata A. et al., 2001) ή της αντιαποπτωτικής πρωτεΐνης bcl-2 (Seo J. 

H.et al., 2002), ή να επάγει µονοπάτια κυτταρικού θανάτου, όπως την προ-

αποπτωτική πρωτεΐνη Bax (Seo J. H.et al., 2002). Σε διαγονιδιακά ποντίκια 
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βρέθηκε ότι, εν µέρει τουλάχιστον, ο θάνατος λόγω έκφρασης της Α53Τ α-

συνουκλεΐνης είχε χαρακτηριστικά απόπτωσης, και συνοδευόταν από λειτουργικές 

και δοµικές αλλαγές των µιτοχονδρίων, καθώς και επαγωγή της προαποπτωτικής 

πρωτεΐνης p53 (Martin LJ J. H. et al., 2006).   

∆ιάφοροι φυσικοί και χηµικοί παράγοντες εµπλέκονται στη διαδικασία 

δηµιουργίας συσσωµατωµάτων α-συνουκλεΐνης. Οι παράγοντες αυτοί καθώς και η 

ευοδωτική ή ανασταλτική δράση τους στη δηµιουργία συσσωµατώσεων αποδίδεται 

συνοπτικά στον πίνακα 3. 

Οι µεταλλάξεις Α53Τ και Α30Ρ επάγουν τη συσσωµάτωση της 

ανασυνδυασµένης α-συνουκλεΐνης, ενώ η επίδραση της Ε46Κ παραµένει άγνωστη. 

Ωστόσο, και οι δυο αυτές µεταλλάξεις έχουν διαφορετική δράση καθώς η Α30Ρ 

φαίνεται ότι σταθεροποιεί τις ολιγοµερείς µορφές της πρωτεΐνης, ενώ η Α53Τ 

επάγει το σχηµατισµό ινιδίων (Chandra et al. 2003, Davidson et al. 1998, Heiser 

et al. 2000). 

Τα λιπαρά οξέα, τα ανιονικά απορρυπαντικά και τα ανιονικά λιπίδια είναι 

ισχυροί επαγωγείς του σχηµατισµού ινιδίων α-συνουκλεΐνης. Ιn vivo χρήση 

παρακουάτ και παρασιτοκτόνων σε τρωκτικά προκαλεί το σχηµατισµό 

αναστρέψιµων εγκλείστων α-συνουκλεΐνης σε νευρικά κύτταρα. Ωστόσο, η τάση 

συσσωµάτωσης της α-συνουκλεΐνης σε αυτές τις δοµές παραµένει άγνωστη. In 

vitro, τα εντοµοκτόνα προκαλούν δοµικές αλλαγές και επιταχύνουν το σχηµατισµό 

ινιδίων α-συνουκλεΐνης (Sirover et al. 1999, Snyder et al. 2003). 
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Πίνακας 3. Παράγοντες που επηρεάζουν τη δηµιουργία συσσωµατώσεων α-συνουκλεΐνης. Η 

επαγωγή σηµειώνεται µε +, ενώ η αναστολή της συσσωµάτωσης µε - .(προσαρµογή από Lundvig 

et al. 2005) 

Παράγοντας 
Αποτέλεσµα στη 

συσσωµάτωση 

Μέθοδοι που 

χρησιµοποιήθηκαν 

Βιβλιογραφικές 

αναφορές 

Φωσφορυλίωση 

στη θέση σερίνη 

129 (Ser129) 

+ 

(in vitro, διαγονιδιακά ποντίκια, 

µοντέλα µε µύγες, ανοσοϊστοχηµικές 

αναλύσεις και φασµατοµετρία µάζας 

(Kahle et al. 2000, Keck et 

al. 2003, Kayed et al. 

2003) 

Μεταλλάξεις 

παρερµήνευσης 

(Α30Ρ, Α53Τ) 

+  

(Chandra et al. 2003, 

Davidson et al. 1998, 

Heiser et al. 2000) 

Αύξηση 

Συγκέντρωσης 
+ 

(ο τριπλασιασµός του γονιδίου της α-

συνουκλεΐνης προκαλεί  άνοια µε 

σωµάτια Lewy και νόσο Parkinson 

µε αυτόσωµο, επικρατούντα τρόπο.  

(Baba et al. 1998) 

 Μείωση pH +  
(Lin et al. 2004, 

Lindersson 2004) 

Αύξηση Φορτίου 

ιόντων 
+  

(Lin et al. 2004) 

Αύξηση 

Θερµοκρασίας 
+  

(Lindersson 2004) 

Κατατµήσεις του 

C-άκρου 
+ (ανασυνδυασµένη α-συνουκλεΐνη) 

(Lindersson 2004, Hoyer 

et al. 2002) 

Οξειδωτικές 

τροποποιήσεις 
+ 

(έγκλειστα από συνουκλεϊνοπάθειες, 

νιτροσυλίωση) 

(Murray et al. 2003, 

Narshi et al. 1999, Paik et 

al. 1997)  

Μέταλλα +/- 

(in vitro. Ανάµεσά σε εκείνα που 

δρουν επαγωγικά: Al+3 , Fe+3, Co+3 , 

Mn+2, Ca+2 και Cu+2) 

(Manning-Bog et al. 2002, 

McNaught et al. 2003, Cyr 

et al. 2002, Masliah 2000) 

Ανθρώπινη β-/γ-

συνουκλεΐνη 

 

- (in vitro) 

(Paik et al. 1999, Papp et 

al. 1989) 

Τουµπουλίνη 

 
+/- (in vitro) 

(Pountney 2004, Saito et 

al. 2003) 

Ιστόνες, p25α, Tau + (in vitro) 

(Perrin et al. 2001, 

Polymeropoulos et al. 

1997) 

Λιπίδια +  

(Serpell et al. 2000, 

Sharon et al. 2003, 

Shtilerman et al. 2002, 

Singleton et al. 2004) 

Εντοµοκτόνα + (in vivo σε τρωκτικά) 
(Sirover et al. 1999, 

Snyder et al. 2003) 
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2.2.2.4. Ανάπτυξη δυνητικά νευροπροστατευτικών θεραπειών µε 

βάση την τροποποίηση της συσσωµάτωσης της α-συνουκλεΐνης 

Οι υπάρχουσες θεραπείες που αφορούν τα νευροεκφυλιστικά νοσήµατα είναι µόνο 

συµπτωµατικές· καµία από αυτές δεν αποτρέπει ή δεν αναστέλλει την πορεία της 

νόσου και τον εκφυλισµό των νευρώνων. Τροχοπέδη στην ανάπτυξη 

νευροπροστατευτικών θεραπειών αποτελεί η περιορισµένη κατανόηση γεγονότων-

κλειδιών που προάγουν το νευροεκφυλισµό. Επιπλέον, οι συνουκλεϊνοπάθειες είναι 

πολυπαραγοντικές νόσοι. Ωστόσο, οι περισσότερες, αν όχι όλες, σχετίζονται µε 

βλάβες στην λειτουργία και τη διαδικασία συσσωµάτωσης της  α-συνουκλεΐνης. 

Τα παραπάνω υποδηλώνουν ότι θα µπορούσαν να αναπτυχθούν 

αποτελεσµατικά θεραπευτικά πρωτόκολλα, βασιζόµενα στη λεπτοµερή ανάλυση 

της λειτουργίας, δυσλειτουργίας και συσσωµάτωσης της  α-συνουκλεΐνης. Η 

ταυτοποίηση µορίων που παρεµποδίζουν την εναπόθεση πρωτεϊνών ή και 

αναστρέφουν τη δηµιουργία ολιγοµερών-ινιδίων αποτελεί ένα κρίσιµο στάδιο στην 

κατανόηση της παθοφυσιολογίας των εγκλείστων σε ανθρώπινες νόσους. 

Πρόσφατες µελέτες όπου διαφαίνεται ο ανασταλτικός ρόλος ή ακόµη και η 

αναστροφή της ινιδιοποίησης της α-συνουκλεΐνης από ορισµένα µικρά µόρια, 

αποτελούν το πρώτο βήµα για µελλοντικές ανακαλύψεις σε αυτό τον τοµέα. 

Υπάρχει ωστόσο µια επιφύλαξη ως προς τη χρησιµοποίηση τέτοιων 

φαρµάκων που προάγουν την αναστολή της συσσωµάτωσης ή και τη διάσπαση 

των ήδη σχηµατισµένων ινιδίων. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, τα πρωτοϊνίδια 

διαθέτουν ισχυρές νευροτοξικές ιδιότητες. Εποµένως, η αναστολή της διαδικασίας 

σχηµατισµού ινιδίων σε πρώιµα στάδια µε την επακόλουθη παραγωγή µικρών 

ολιγοµερών, µπορεί να αποβεί περισσότερο καταστροφική παρά ωφέλιµη. Τα 

παραπάνω συνηγορούν υπέρ της άποψης ότι η έρευνα για το ιδανικό φάρµακο για 

τις συνουκλεϊνοπάθειες θα πρέπει να στραφεί προς την ανακάλυψη µορίων που 

δρουν είτε σταθεροποιώντας τη φυσιολογική µη αναδιπλούµενη δοµή της α-

συνουκλεΐνης ή µπλοκάροντας ολοκληρωτικά τη συσσωµάτωση της πρωτεΐνης. 

Εναλλακτικά, υπάρχει µια άλλη προσέγγιση που βασίζεται στο δυνητικό 

νευροπροστατευτικό ρόλο των µεγάλων εγκλείστων· τα ενδονευρωνικά αυτά 

έγκλειστα θα περιέχουν τοξικές µορφές ανώµαλα αναδιπλούµενων πρωτεϊνών 

(Bodner et al., 2006 a,b). Η έρευνα στρέφεται προς την κατεύθυνση της 

ανακάλυψης χηµικών παραγόντων που επάγουν τη δηµιουργία πρωτεϊνικών 

συσσωµατώσεων, επιταχύνουν το σχηµατισµό µεγάλων εγκλείστων και 

ελαχιστοποιούν τα τοξικά αποτελέσµατα των ανώµαλα αναδιπλούµενων 

πρωτεϊνών. 
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2.2.2.5. Το Congo red και η δράση του στη θεραπεία των 

νευροεκφυλιστικών νόσων  

Το Congo red ανακαλύφθηκε το 1884, από το γερµανό χηµικό Paul Böttiger για 

χρήση ως δείκτης του pH. Σήµερα, αποτελεί έναν από τους πλέον γνωστούς 

ιστολογικούς δείκτες και χρησιµοποιείται για τη χρώση των εναποθέσεων 

αµυλοειδούς στους ιστούς. Το Congo red εισέρχεται σε ορισµένα είδη κυττάρων 

του ανθρώπινου οργανισµού όπως τα κύτταρα Kupffer του ήπατος, σε κύτταρα του 

δικτυοενδοθηλιακού συστήµατος και αποβάλλεται µέσω της εντερικής οδού καθώς 

και από το ουροποιογεννητικό σύστηµα. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η 

διαπερατότητά του διαµέσου του αιµατοεγκεφαλικού φραγµού είναι περιορισµένη 

λόγω του µοριακού του µεγέθους και του ηλεκτροστατικού του φορτίου. Είναι 

δυνητικά τοξικό˙ προκαλεί ελάττωση πρωτεϊνών του ορού, θροµβοκυτταροπενία, 

µικροεµβολισµούς, ενώ έχει ενοχοποιηθεί και για καρκινογένεσεις (κυρίως 

ηπατοκυτταρικό και καρκίνωµα της ουροδόχου κύστης). Τέλος, έχει καταδειχθεί µε 

πειραµατικές µεθόδους ότι διαθέτει και τερατογόνους ιδιότητες. H χηµική δοµή του 

µορίου του Congo red φαίνεται στην εικόνα 7. 

 

Εικόνα 7. Xηµική δοµή του µορίου του Congo Red 

 

Το Congo red παρουσιάζει εκλεκτική δεσµευτική ικανότητα µε πρωτεΐνες 

που εµπλέκονται σε νευροεκφυλιστικές νόσους, εµποδίζοντας έτσι τη δηµιουργία 

συσσωµατώσεων που ενοχοποιούνται για την παθογένεια αυτών των νόσων. 

Συγκεκριµένα, έχει µελετηθεί η δράση του στην εναπόθεση αµυλοειδούς στη νόσο 

Αλτσχάιµερ, στη συσσωµάτωση της huntingtin στη νόσο του Huntington και στις 

νόσους από πρωτεΐνες prion.  

Το Congo red παρουσιάζει υψηλή δεσµευτική συγγένεια για την α-συνουκλεΐνη. 

Ωστόσο, αν και είναι γνωστό ότι εµποδίζει το σχηµατισµό ινιδίων α-συνουκλεΐνης 

(Masuda et al., 2006) καθώς και το σχηµατισµό πόρων (Azimova and Kagan, 
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2003), τα αποτελέσµατα της χρήσης του σε ζωϊκά µοντέλα της νόσου Πάρκινσον 

δεν έχουν διερευνηθεί πλήρως. 

 
 

2.2.2.6. Η Chrysamine G και η χρήση της στη θεραπεία 

νευροεκφυλιστικών νόσων 

Η Chrysamine G είναι το πλέον µελετηµένο χηµικό ανάλογο του Congo red 

(Εικόνα 8). Έχει µικρότερο µέγεθος και είναι περισσότερο λιπόφιλο, ιδιότητες που 

της επιτρέπουν τη διέλευση από τον αιµατοεγκεφαλικό φραγµό. Επιπλέον, είναι 

λιγότερο τοξική από το Congo red, ενώ η δεσµευτική της συγγένεια προς το 

αµυλοειδές είναι πολύ µεγαλύτερη. 

 Σε in vitro µελέτες σε καλλιέργειες εγκεφαλικών κυττάρων από έµβρυα 

ποντικού που επωάστηκαν µε αµυλοειδές β, προσθήκη της Chrysamine G ακόµη 

και σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις, αύξησε την επιβίωση των κυττάρων. Το 

αποτέλεσµα της δράσης της ήταν δοσοεξαρτώµενο και πιθανολογείται ότι οφείλεται 

στις αντιοξειδωτικές της ιδιότητες.(Ishii et al., 2002) 

 

Εικόνα 8. Χηµική δοµή του µορίου της Chrysamine-G  

 

  

2.2.2.7. Ιδιότητες της scyllo-inositol και χρήση της στη θεραπεία 

νευροεκφυλιστικών νόσων 

Η ινοσιτόλη είναι µια απλή πολυόλη µε οκτώ φυσικά στερεοϊσοµερή, από τα οποία 

τα πιο κοινά συναντώµενα στη φύση είναι η myo-, chiro-, epi- και scyllo-inositol. 

Ο ανθρώπινος εγκέφαλος περιέχει τη µεγαλύτερη συγκέντρωση ινοσιτόλης στο 

σώµα, µε περίπου 5mM myo-inositol και 0,5mM scyllo-inositol. Συντίθεται είτε in 

situ από τη γλυκόζη, είτε µεταφέρεται από τον ορό διαµέσου του 

αιµατοεγκεφαλικού φραγµού. Εισέρχεται στον εγκέφαλο µε παθητική διάχυση, ή 

µε τη βοήθεια ειδικών µεταφορέων (SMIT-1) που εκφράζονται στο χοριοειδές 

πλέγµα. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα είναι τα µοναδικά στο κεντρικό νευρικό σύστηµα 

που µπορούν να παράγουν ινοσιτόλη.  
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Η scyllo-inositol (ονοµάζεται και scyllo-cyclohexanehexol) έχει µελετηθεί 

εκτεταµένα τα τελευταία χρόνια ως δυνητική θεραπεία στη νόσο Αλτσχάιµερ. 

Παρουσιάζει ορισµένες ιδιότητες που την καθιστούν ιδιαίτερα ελκυστική ως πιθανή 

θεραπευτική ουσία. Συγκεκριµένα, είναι µια µικρή ουσία που υπάρχει διαθέσιµη σε 

µορφή peros, η τοξικότητά της in vivo στις µέχρι στιγµής µελέτες εµφανίζεται 

µηδαµινή, ενώ είναι διαλυτή και διαπερνά εξαιρετικά εύκολα τον αιµατοεγκεφαλικό 

φραγµό (Townsend et al., 2006). 

Σε µελέτες όπου χρησιµοποιήθηκε η scyllo-inositol (Εικόνα 9), τα µέχρι 

στιγµής αποτελέσµατα κατέδειξαν ότι in vitro υπάρχει αναστολή του σχηµατισµού 

ινιδίων Αβ42 ολιγοµερούς και σταθεροποίηση ενός µικρότερου ολιγοµερούς µορίου 

που δεν εµφανίζει κυτταροτοξικότητα (McLaurin et al., 2000). Αντίστοιχα, in vivo 

στοιχεία υποδεικνύουν µια µείωση των διαλυτών υψηλού µοριακού βάρους 

ολιγοµερών µε µια συνακόλουθη αύξηση των µονοµερών β αµυλοειδούς καθώς και 

των τριµερών µορφών τους (McLaurin et al., 2006). 

 

Εικόνα 9. Xηµική δοµή του µορίου της scyllo-inositol 

 

 

 
 

 

 

3. Αντικειµενικοί σκοποί της εργασίας 

3.1. ∆ιερεύνηση της τοξικότητας της εκκρινόµενης α-
συνουκλεΐνης 

 
Όπως έχει ήδη αναφερθεί η α-συνουκλεΐνη εκκρίνεται από τα κύτταρα µε άγνωστο 

µηχανισµό. Σε µια σειρά από πρόσφατες ερευνητικές µελέτες, έχει καταδειχθεί ότι 

in vivo και in vitro, η παρουσία τόσο της µονοµερούς όσο και των 

συσσωµατωµένων-ολιγοµερών µορφών της πρωτεΐνης σε εξωκυττάρια υγρά. Έχει 

επίσης καταδειχθεί η τοξικότητα των ινιδιακών µορφών της α-συνουκλεΐνης 

(Bodles et al., 2000, El-Agnaf et al., 1998) καθώς και των πρωτοϊνιδίων (Du et 

al., 2003).  
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Έχουν προταθεί διάφορα µοντέλα για το µηχανισµό της τοξικότητας της 

εκκρινόµενης α-συνουκλεΐνης. Ένα από αυτά προτείνει το σχηµατισµό κυλινδρικών 

δοµών που προσοµοιάζουν µε πόρους και προσδένονται στις κυτταρικές 

µεµβράνες, επιτρέποντας την ελεύθερη ανταλλαγή ιόντων και µικρών µεταβολιτών 

µεταξύ κυτταροπλάσµατος και εξωκυττάριου χώρου και οδηγώντας έτσι σε µείωση 

της βιωσιµότητας των κυττάρων (Volles and Lansbury 2003). Ένας άλλος πιθανός 

µηχανισµός νευροτοξικότητας, εµπλέκει την ενεργοποίηση των µικρογλοιακών 

κυττάρων από τα συσσωµατώµατα της α-συνουκλεΐνης και την επακόλουθη 

απελευθέρωση παραγόντων της φλεγµονής µε αποτέλεσµα καταστροφή 

ντοπαµινεργικών νευρώνων (Zhang et al., 2005). 

Σκοπός της συγκεκριµένης εργασίας είναι να αποδειχθεί ότι η φυσιολογικά 

εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη και συγκεκριµένα οι συσσωµατωµένες µορφές της, 

είναι τοξικές όταν γίνει προσθήκη τους σε κυτταρικές σειρές από ανθρώπινα 

κύτταρα νευροβλαστώµατος. 

 

3.2. Χρήση των χηµικών ουσιών Chrysamine G, Congo red, 
Scyllo-inositol και η επίδρασή τους στην τοξικότητα της 
εκκρινόµενης α-συνουκλεΐνης 

 
Η µετατροπή ενός αριθµού διαλυτών πεπτιδίων και πρωτεϊνών σε ινιδιακές µορφές, 

όπως έχει ήδη αναφερθεί αποτελεί κεντρικό γεγονός στην παθογένεση των πιο 

κοινών νευροεκφυλιστικών νόσων. Συνεπώς, πολλές από τις πρόσφατες 

στρατηγικές νευροπροστασίας στοχεύουν στην αναστολή της δηµιουργίας τέτοιων 

ινιδίων καθώς και στην διάλυση των ήδη σχηµατισθέντων. Οι ουσίες που έχουν 

χρησιµοποιηθεί για το σκοπό αυτό περιλαµβάνουν αντισώµατα, συνθετικά πεπτίδια, 

µοριακές σαπερόνες και άλλους χηµικούς αναστολείς. Ανάµεσά τους και µικρά 

οργανικά µόρια  έχουν χρησιµοποιηθεί εκτεταµένα σε τέτοιες έρευνες in vitro. 

Κυρίως όµως οι έως τώρα εργασίες αφορούν την εναπόθεση β αµυλοειδούς, την 

πρωτεΐνη prion, τη συσσωµάτωση της huntingtin και πιο πρόσφατα το σχηµατισµό 

ινιδίων tau πρωτεΐνης που επάγεται από την ηπαρίνη. Πολύ λίγα στοιχεία 

υπάρχουν σχετικά µε την αναστολή σχηµατισµού ινιδίων της α-συνουκλεΐνης.     

Ο επόµενος στόχος της παρούσας εργασίας, είναι να αναδείξουµε την 

πιθανή δράση των συγκεκριµένων χηµικών ρυθµιστών (Congo red, Chrysamine G, 

scyllo-inositol) στην τοξικότητα της α-συνουκλεΐνης. Ξεκινώντας από την 

παραδοχή ότι οι ολιγοµερείς µορφές της πρωτεΐνης είναι εκείνες που ευθύνονται 

κατά κύριο λόγο για τη νευροτοξικότητα, καθώς και από την ήδη γνωστή και 

αποδεδειγµένη ιδιότητα των συγκεκριµένων χηµικών ουσιών να αναστέλλουν το 

σχηµατισµό πρωτεϊνικών ολιγοµερών, θα διερευνήσουµε τυχόν 
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νευροπροστατευτικό αποτέλεσµα στην επιβίωση των κυττάρων κατά την 

ταυτόχρονη προσθήκη των αναστολέων αυτών µαζί µε ολιγοµερή της α-

συνουκλεΐνης. 

 

 

4. Πειραµατικές διαδικασίες-Υλικά και µέθοδοι 

4.1. Κυτταρικές καλλιέργειες 

 
Χρησιµοποιήθηκαν κυτταρικές σειρές από ανθρώπινα κύτταρα νευροβλαστώµατος, 

SHSY-5Y. Τα κύτταρα αυτά προέρχονται από κλωνοποίηση της κυτταρικής σειράς 

SK-N-SH, που δηµιουργήθηκε από ένα µεταστατικό οστικό καρκίνο, το 1970. Είναι 

ιδιοκτησία του Memorial Sloan-Kettering Cancer Center της Νέας Υόρκης, και 

διανέµονται µόνο για σκοπούς ακαδηµαϊκής έρευνας, και κατόπιν σύµφωνης 

γνώµης του εν λόγω κέντρου. 

Τα κύτταρα αυτά εκφράζουν ενδογενώς χαµηλά επίπεδα α-συνουκλεΐνης. 

Επίσης, χρησιµοποιήθηκαν SHSY-5Y κύτταρα στα οποία γίνεται επαγωγή της 

έκφρασης της αγρίου τύπου α-συνουκλεΐνης απουσία δοξυκυκλίνης (WT- κύτταρα) 

µέσω του συστήµατος TET-Off (Clontech) (Εικόνα 10). Ως ιδανικοί µάρτυρες, 

χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα της ίδιας σειράς στα οποία η έκφραση του γονιδίου της 

α-συνουκλεΐνης διατηρείται σε χαµηλά επίπεδα παρουσία δοξυκυκλίνης σε 

συγκέντρωση 0,5 µg/ml (WT+ κύτταρα). 

SHSY-5Y κύτταρα στα οποία υπερεκφράζεται µια βακτηριακή πρωτεΐνη, η 

β-γαλακτοσιδάση (β-gal) µέσω αντίστοιχου TET-Off µηχανισµού, 

χρησιµοποιήθηκαν επίσης ως µάρτυρες. 

Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε τρυβλία από πολυστυρένιο (Orange), 

διαµέτρου 10 cm µε θρεπτικό υλικό RPMI 1640 (Invitrogen) το οποίο περιείχε 100 

ml/l εµβρυϊκό βόειο ορό (fetal bovine serum, FBS), 2 mM L-γλουταµίνη (Sigma), 

10.000 µονάδες/ml πενικιλλίνη (Sigma), και 10.000 µονάδες/ml στρεπτοµυκίνη 

(Sigma). 

Ειδικά για τα SHSY-5Y κύτταρα που φέρουν το σύστηµα TET-Off, το 

θρεπτικό υλικό περιείχε επίσης τα αντιβιοτικά G418 (Ιnvitrogen) και υγροµυκίνη-Β 

(Invitrogen) σε συγκεντρώσεις 250 µg/ml και 50 µg/ml, αντίστοιχα. Σύµφωνα µε 

τις οδηγίες της εταιρίας Clontech, η έναρξη της προσθήκης των δυο αυτών 

φαρµάκων στο θρεπτικό υλικό, πρέπει να γίνεται µετά από παραµονή των 

κυττάρων σε καλλιέργεια για 48-72 ώρες. Παράλληλα, για τα WT+ κύτταρα 

γινόταν προσθήκη δοξυκυκλίνης σε συγκέντρωση 0,5µg/ml σε παρήµερο σχήµα. 
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Εικόνα 10. Το σύστηµα TET-off. Η περιοχή VP16 (από ερπητοϊό) µετατρέπει την πρωτεΐνη 

TETR (από E.coli) από αναστολέα σε ενεργοποιητή της µεταγραφής, παράγοντας την υβριδική 

πρωτεΐνη tTA. Στο σύστηµα TET-off, η tTA προσδένεται στην περιοχή TRE και ενεργοποιεί τη 

µεταγραφή απουσία τετρακυκλίνης ή δοξυκυκλίνης. Η περιοχή TRE, αποτελεί συστατικό του 

πλασµιδίου απόκρισης pTRE που εκφράζει το γονίδιο ενδιαφέροντος. Και στα δυο συστήµατα, η 

µεταγραφή ρυθµίζεται µε δοσοεξαρτώµενο τρόπο, σε απόκριση στη δοξυκυκλίνη (προσαρµογή 

από manual της Clontech, 2008). 

 

 

Η διαφοροποίηση των SHSY-5Y κυττάρων έγινε µε προσθήκη 10 µΜ all-

trans ρετινοϊκού οξέως (Merck) για τουλάχιστον 5 ηµέρες. 

Όλα τα κύτταρα παρέµεναν σε θάλαµο υγρής επώασης, σε θερµοκρασία 

37°C και µε ατµόσφαιρα CO2 5%. Γινόταν αλλαγή του θρεπτικού µέσου κάθε δύο 

µέρες. 

 

4.2. Συλλογή θρεπτικού υλικού (CM)-Προετοιµασία 

κυτταρικών εκχυλισµάτων 

 
Προκειµένου να γίνει συλλογή του θρεπτικού υλικού (conditioned medium, CM) 

που περιέχει την εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη, τα WT+ και WT- SHSY-5Y κύτταρα 

καλλιεργούνταν σε τρυβλία από πολυστυρένιο, διαµέτρου 140 mm. Όταν η 

περιεκτικότητα του τρυβλίου σε κύτταρα έφθανε στο 70-80%, γινόταν 

αντικατάσταση του θρεπτικού υλικού µε νέο που περιείχε 20 ml/l FBS. Μετά από 

επώαση 48 ωρών στους 37°C, θρεπτικό µέσο (CM) και κύτταρα συλλέγονταν. Το 

CM φυγοκεντρούνταν στις 4000xg για 10 λεπτά στους 4°C για αποµάκρυνση των 

νεκρών κυττάρων ή τυχόν υπολειµµάτων τους και κατόπιν φυλάσσονταν σε 

θερµοκρασία -20°C µέχρι περαιτέρω χρήση. 

Όσον αφορά στη συλλογή των αντίστοιχων κυττάρων, τα κύτταρα 

αποµακρύνονταν µε µηχανικό τρόπο σε κρύο διάλυµα PBS και συλλέγονταν µετά 

από φυγοκέντρηση σε 200xg για 5 λεπτά. Μετά από µία επιπλέον πλύση µε κρύο 

διάλυµα PBS και φυγοκέντρηση σε 1300xg για 5 λεπτά στους 4°C, τα κύτταρα 

φυλάσσονταν σε θερµοκρασία -80°C µέχρι τη λύση τους. 
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 Η λύση των κυττάρων επιτυγχάνεται µε προσθήκη µικρού όγκου 

διαλύµατος που περιέχει 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl µε pH 7,6, 0,1% SDS, 1% 

NP-40 και 2 mM EDTA, και επώαση σε πάγο για τουλάχιστον 10 λεπτά. Για την 

παραλαβή των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών, ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 

13800xg για 5 λεπτά στους 4°C. Αφού γίνει προσδιορισµός της ολικής ποσότητας 

πρωτεΐνης µε τη µέθοδο Bradford (Biorad), το υπερκείµενο φυλάσσεται σε 

θερµοκρασία -20°C µέχρι περαιτέρω χρήση τους. 

 Η συµπύκνωση του CM έγινε µε τη µέθοδο της υπερδιήθησης. Γενικά κατά 

την υπερδιήθηση, τα µόρια του διαλύµατος αναγκάζονται να διαπεράσουν µια 

πορώδη µεµβράνη λόγω της πίεσης που ασκείται στο διάλυµα µέσω της 

φυγοκέντρησης. Μόρια µε µέγεθος µεγαλύτερο από εκείνο των πόρων 

κατακρατούνται στην επιφάνεια της µεµβράνης ενώ µόρια µικρότερου µεγέθους 

διαπερνούν την µεµβράνη. Συγκεκριµένα, για την συµπύκνωση του CM 

χρησιµοποιήθηκαν εµπορικά διαθέσιµες στήλες Amicon Ultra 5K (Millipore). Μετά 

την προσθήκη του CM στη στήλη, ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 4000xg στους 

4°C µέχρι µείωσης του αρχικού όγκου 35-40 φορές. 

Ακολούθως, γίνεται προσδιορισµός της ολικής ποσότητας πρωτεΐνης µε τη 

µέθοδο Bradford και το συµπυκνωµένο CM φυλάσσεται σε θερµοκρασία -20°C 

µέχρι περαιτέρω χρήση του. 

 

4.3. Ανοσοαποτύπωση κατά Western  

 
Ακολούθως, εφαρµόζεται ανοσοαποτύπωση κατά Western για το θρεπτικό υλικό 

και τα αντίστοιχα κυτταρικά εκχυλίσµατα. Η ανοσοαποτύπωση κατά Western 

πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε γνωστό πρωτόκολλο από το εγχειρίδιο «Molecular 

cloning: A laboratory manual» (Tom Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory, 

1982).  

Μετά από αποδιάταξη στους 95οC για 5 λεπτά, οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν 

µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 12% -δωδεκυλοθειϊκού νατρίου 

(SDS-PAGE). Ακολούθησε ηλεκτροφορητική µεταφορά των πρωτεϊνών σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Protran 0,45 µΜ, Schleider Schuel) σε σταθερή τάση 

400 mA για 2 ώρες, σε διάλυµα µεταφοράς µε σύσταση 150 mM Tris-ΗCl, pH 7,6, 

50 mM γλυκίνη, 20% µεθανόλη. Η αποτελεσµατικότητα της µεταφοράς ελέγχεται 

µε χρώση της µεµβράνης σε διάλυµα χρωστικής Ponceau-S σε οξικό οξύ. 

Η σύνδεση του πρωτογενούς αντισώµατος επιτυγχάνεται µε επώαση της 

µεµβράνης στους 4οC για 16 ώρες παρουσία του αντισώµατος. Τα πρωτογενή 

αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: πολυκλωνικό αντίσωµα από κόνικλο 

έναντι της α-συνουκλεΐνης (C-20: sc-7011, Santa Cruz) σε αραίωση 1:1000, 
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µονοκλωνικό αντίσωµα από επίµυ (BD, Santa Cruz) σε τελική αραίωση 1:1000, 

µονοκλωνικό αντίσωµα από επίµυ κατά της ουµπικουϊτίνης (Chemicon), σε τελική 

αραίωση 1:1000, µονοκλωνικό αντίσωµα από επίµυ, ERK 2 (D 2: sc-1647, Santa 

Cruz) σε τελική αραίωση 1:5000), µονοκλωνικό αντίσωµα από επίµυ, κατά της 

πρωτεΐνης BSA (Bovine serum albumin: αλβουµίνη του βόειου ορού), (HYB 267-

01, ΑntibodyShop). 

Η σύνδεση του δευτερογενούς αντισώµατος γίνεται µε επώαση της 

µεµβράνης για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου παρουσία του αντισώµατος. Τα 

δευτερογενή αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν συζευγµένα µε το ένζυµο 

υπεροξειδάση του αγριοραπανιού (horseradish peroxidase, HRP) το οποίο 

επιτρέπει την χηµειοφωταυγή ανίχνευση των πρωτεϊνών παρουσία του 

υποστρώµατος ECL. Οι πρωτεΐνες ανιχνεύονται µετά από έκθεση της µεµβράνης σε 

ακτινολογικό φιλµ. 

Τα αντισώµατα χρησιµοποιήθηκαν σε διάλυµα TBS-T (10 mM Tris-ΗCl, pH 

7,6, 100 mM NaCl, 0,1% Tween-20) που περιείχε 5% άπαχο γάλα για την 

αποφυγή µη ειδικής δέσµευσης. Όλες οι εκπλύσεις της µεµβράνης έγιναν σε 

διάλυµα TBS-T. 

Η επανασήµανση µε νέο πρωτογενές αντίσωµα πραγµατοποιήθηκε µετά από 

επώαση της µεµβράνης σε διάλυµα χλωριούχου νατρίου-γλυκίνης (0,5 M NaCl, 0,2 

M γλυκίνη, pH 2,8) για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά από έκπλυση της 

µεµβράνης σε διάλυµα TBS-T, ακολουθεί σήµανση µε πρωτογενές και 

δευτερογενές αντίσωµα όπως αναφέρθηκε παραπάνω. 

 

4.4. Ποσοτικός προσδιορισµός της α-συνουκλεΐνης 

 
Ο ποσοτικός προσδιορισµός της α-συνουκλεΐνης πραγµατοποιήθηκε µετά από τη 

συλλογή-συµπύκνωση του θρεπτικού υλικού και την οµογενοποίηση των 

αντίστοιχων κυττάρων.  

Μετά από τον προσδιορισµό της ολικής ποσότητας πρωτεΐνης µε τη µέθοδο 

Bradford, ορισµένη ποσότητα του συµπυκνωµένου θρεπτικού υλικού και του 

κυτταρικού εκχυλίσµατος αναλύεται µε ανοσοαποτύπωση κατά Western. Για τη 

δηµιουργία καµπύλης αναφοράς, στο ίδιο πήκτωµα πολυακρυλαµίδης αναλύονται 

παράλληλα δείγµατα ανθρώπινης ανασυνδυασµένης α-συνουκλεΐνης (Chemicon) 

σε συγκεντρώσεις από 2,5 ng εως 20 ng. Οι ζώνες που προκύπτουν 

πυκνοµετρούνται µε τη βοήθεια του λογισµικού Gel Analyzer (Biosure Greece). 
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4.5. Μικροσκοπία 

 
Η παρατήρηση των κυττάρων έγινε µε µικροσκοπία φθορισµού. Χρησιµοποιήθηκε 

ανεστραµµένο µικροσκόπιο Leica DMIRBE2 (Leica Microsystems CMS GmbH) µε 

20Χ αντικειµενικό φακό. Η λήψη των ψηφιακών φωτογραφιών έγινε µε ψηφιακή 

φωτογραφική µηχανή Leica Application Suite (LAS), µε τη βοήθεια του λογισµικού 

LAS (Version 2.8.1, Build 1554) (Leica Microsystems CMS GmbH). 

 

4.6. Mέτρηση κυτταροτοξικότητας 

 
Για τη µέτρηση της κυτταροτοξικότητας χρησιµοποιήθηκε το εµπορικά διαθέσιµο 

LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity kit (Invitrogen) σύµφωνα µε το οποίο η διάκριση 

των νεκρών κυττάρων γίνεται µέσω χρώσης τους µε την χρωστική οµοδιµερές του 

αιθιδίου (Εthidium homodimer, Eth-1).  

Πιο αναλυτικά, τα SHSY-5Y κύτταρα καλλιεργήθηκαν και 

διαφοροποιήθηκαν σε τρυβλία 24 θέσεων. Μετά τη διαφοροποίησή τους, τα 

κύτταρα επωάστηκαν για 24 ώρες στους 37οC µε το θρεπτικό υλικό που είχε 

συλλεχθεί από κύτταρα β-gal-, WT+, και WT-. Η διαδικασία συλλογής και 

επεξεργασίας του θρεπτικού υλικού περιγράφηκε στην παράγραφο 4.2.  

Ακολουθεί ταυτόχρονη χρώση των νεκρών κυττάρων και των πυρήνων µε 

τις χρωστικές Eth-1 (σε αραίωση 1:2000) και Ηoechst (σε συγκέντρωση 1 µg/ml, 

Sigma), αντίστοιχα. Οι χρωστικές αραιώνονται µε απλό θρεπτικό µέσο. Η χρώση 

γίνεται για 30 λεπτά στους 37οC. Μετά από έκπλυση µε απλό θρεπτικό µέσο, τα 

κύτταρα αναλύονται µε µικροσκοπία φθορισµού µέσω του λογισµικού LAS. Οι 

ψηφιακές φωτογραφίες αναλύθηκαν περαιτέρω µε τη βοήθεια του λογισµικού 

Image J. 

 Η κυτταροτοξικότητα σε κάθε συνθήκη εκφράζεται ως το % ποσοστό του 

αριθµού των νεκρών κυττάρων (χρώση Eth-1) προς τον αριθµό του συνόλου των 

κυττάρων (χρώση Hoechst) σε ένα πεδίο. Τα πεδία επιλέχθηκαν τυχαία και ο 

ελάχιστος αριθµός κυττάρων που µετρήθηκαν ανά πεδίο ήταν 100 κύτταρα. Η 

στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µέσω του λογισµικού Origin 

(Microcal Software, Inc). 
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4.7. Επεξεργασία ανασυνδυασµένης α-συνουκλεΐνης για το 

σχηµατισµό συσσωµατωµάτων και χρήση των χηµικών ουσιών 

Congo red, Chrysamine G, scyllo-inositol 

Η δυνατότητα των χηµικών ουσιών, Congo red (CR, Sigma), Chrysamine G (CG, 

Sigma), και σκυλλο-ινοσιτόλης (scyllo-inositol, SI, Sigma) να διασπούν ή να 

εµποδίζουν το σχηµατισµό των συσσωµάτων της α-συνουκλεΐνης ελέγχθηκε µε 

χρήση των ουσιών αυτών σε διαλύµατα ανθρώπινης ανασυνδυασµένης α-

συνουκλεΐνης (Chemicon). 

 Συγκεκριµένα, διαλύµατα ανασυνδυασµένης α-συνουκλεΐνης 1 mg/ml 

επωάστηκαν για 4 µέρες στους 4οC υπό συνεχή ανάδευση απουσία ή παρουσία CR, 

CG ή SI σε συγκεντρώσεις 5, 50, 100, 500 µΜ για τα CR, CG και 1, 5, 25 µΜ για 

την SI. Μετά το τέλος της επώασης, 50 ng κάθε δείγµατος αναλύθηκε µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western. 
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5. Αποτελέσµατα  

5.1. Έκκριση της α-συνουκλεΐνης στο θρεπτικό υλικό 

Η α-συνουκλεΐνη θεωρούνταν αποκλειστικά ενδοκυττάρια πρωτεΐνη λόγω του ότι 

δε διαθέτει αλληλουχία πρόσδεσης στο ενδοπλασµατικό δίκτυο. Αρχικά είχε 

θεωρηθεί ότι εντοπίζεται αποκλειστικά στο εσωτερικό νευρωνικών, καθώς και 

άλλων τύπων κυττάρων όπως αιµοπετάλια, κύτταρα γλοίας και άλλα (Clayton D. F. 

et al., 1998, Clayton D. F. et al., 1999, Mori F. et al., 2002, Park S. M. Et al., 

2002). Πρόσφατες µελέτες έχουν δείξει την παρουσία της α-συνουκλεΐνης στο 

εγκεφαλονωτιαίο υγρό και το πλάσµα τόσο σε ασθενείς µε νόσο Πάρκινσον όσο και 

σε υγιείς µάρτυρες (Borghi et al.2000, El-Agnaf et al.2003, Miller et al. 2004). 

Επιπλέον, η α-συνουκλεΐνη έχει βρεθεί να εκκρίνεται µε άγνωστο, µέχρι στιγµής, 

µηχανισµό στο θρεπτικό µέσο νευρώνων και ανθρώπινων κυττάρων 

νευροβλαστώµατος τα οποία υπερεκφράζουν την α-συνουκλεΐνη (El-Agnaf et al., 

2003, Lee et al., 2005, Sung et al., 2005). 

Το δικό µας σύστηµα αποτελείται από ανθρώπινα κύτταρα 

νευροβλαστώµατος SHSY-5Y τα οποία υπερεκφράζουν µέσω συστήµατος TET-Off 

την αγρίου τύπου α-συνουκλεΐνη απουσία δοξυκυκλίνης (WT- κύτταρα). Παρουσία 

δοξυκυκλίνης η έκφραση της α-συνουκλεΐνης παραµένει σε χαµηλά επίπεδα (WT+ 

κύτταρα), σχεδόν παρόµοια µε τα επίπεδα ενδογενούς έκφρασης της µητρικής 

σειράς SHSY-5Y κυττάρων. 

Για να διαπιστώσουµε το ρυθµό επαγωγής της α-συνουκλεΐνης, WT- 

κύτταρα καλλιεργήθηκαν απουσία δοξυκυκλίνης για 1, 4, 8, και 11 ηµέρες. Τα 

κύτταρα οµογενοποιήθηκαν και τα οµογενοποιήµατα αναλύθηκαν µε 

ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της α-

συνουκλεΐνης. Όπως παρατηρούµε στην εικόνα 11α, η παραγόµενη α-συνουκλεΐνη 

εκφράζεται σε µέγιστο βαθµό µετά από 8 ηµέρες καλλιέργειας απουσία 

δοξυκυκλίνης. Πιο λεπτοµερής ανάλυση των εκχυλισµάτων οδηγεί σε παρόµοια 

συµπεράσµατα και για τις ολιγοµερείς µορφές της α-συνουκλεΐνης. 
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Εικόνα 11. Έκφραση της α-συνουκλεΐνης στα κυτταρικά εκχυλίσµατα. (11α). Western blot όπου 

απεικονίζεται η έκφραση της α-συνουκλεΐνης στα κύτταρα µε την πάροδο των ηµερών. 

Απεικονίζεται η επαγωγή του µονοµερούς της α-συνουκλεΐνης µετά από πάροδο 1, 4, 8, 11 και 13 

ηµερών. (2,22: µητρική σειρά SHSY-5Y κυττάρων) Στην εικόνα 11β απεικονίζονται τα 

ολιγοµερή της α-συνουκλεΐνης. Τα β-gal κύτταρα έχουν χρησιµοποιηθεί ως µάρτυρες. Τα 

κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 4 µέρες, παρουσία ή απουσία δοξυκυκλίνης και στη συνέχεια έγινε 

λύση τους και ανοσοαποτύπωση κατά western. (Παραχώρηση εικόνας από Βεκρέλλη Κ. και 

Εµµανουηλίδου Ε.). 

 
 

 

Για να διερευνήσουµε την έκκριση της α-συνουκλεΐνης στο δικό µας 

σύστηµα, τα WT+ και WT- κύτταρα καλλιεργήθηκαν για τουλάχιστον 8 ηµέρες 

παρουσία και απουσία δοξυκυκλίνης, αντίστοιχα. Μετά από καλλιέργεια για 2 

ηµέρες, το θρεπτικό υλικό (conditioned medium, CM), συλλέχθηκε, 

συµπυκνώθηκε και αναλύθηκε µε ανοσοαποτύπωση κατά Western για την 

παρουσία α-συνουκλεΐνης. Η α-συνουκλεΐνη βρέθηκε να εκκρίνεται στο θρεπτικό 

µέσο των WT- κυττάρων (Εικόνα 13Α). Λεπτοµερέστερη ανάλυση αποκάλυψε ότι 

όχι µόνο η µονοµερής µορφή αλλά και οι ολιγοµερείς µορφές της α-συνουκλεΐνης 

εκκρίνονται φυσιολογικά (δηλαδή χωρίς ιδιαίτερη διέγερση) στο θρεπτικό µέσο 

των SHSY-5Y κυττάρων που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη (Εικόνα 13Β). Στο 

σηµείο αυτό, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι η περιεκτικότητα του CM σε FBS είναι 20 

ml/l, συγκέντρωση που επιτρέπει την συµπύκνωση του CM µε τη µέθοδο της 

υπερδιήθησης. 
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Εικόνα 13. Έκκριση της α-συνουκλεΐνης στο θρεπτικό υλικό. Western blot όπου απεικονίζεται η 

µονοµερής µορφή και τα ολιγοµερή της α-συνουκλεΐνης (α-συν) που εκκρίνονται στο θρεπτικό 

υλικό (CM) από SHSY-5Y κύτταρα. 2% FBS: θρεπτικό υλικό µε 2% FBS, θρεπτικό υλικό από 

WT+dox (WT+CM) και από  WT-dox (WT-CM) κύτταρα. Χαµηλής έκθεσης φιλµ (1 λεπτό, 

Εικόνα 13α.), όπου απεικονίζεται καλύτερα η µονοµερής α-συν και υψηλότερης έκθεσης φιλµ  

(10 λεπτά, Εικόνα 13β.), όπου απεικονίζονται καλύτερα τα ολιγοµερή της α-συν. 

 

 
 

 

 

 

Εικόνα 

13α. 

Εικόνα 

13β. 
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5.2. Επίδραση της φυσιολογικά εκκρινόµενης α-συνουκλεΐνης 

σε διαφοροποιηµένα SHSY-5Y κύτταρα  

Όπως αναφέρθηκε ήδη, η α-συνουκλεΐνη είναι κυτταροτοξική και η τοξικότητά της 

αυτή έχει αποδοθεί στις ινιδιακές µορφές της (Bodles et al., 2000, El-Agnaf et al., 

1998) καθώς και στα πρωτοϊνίδια (Du et al., 2003). Ορισµένοι πιθανοί µηχανισµοί 

δράσης µε τους οποίους οι συγκεκριµένες µορφές της πρωτεΐνης επάγουν τον 

εκφυλισµό και τελικά τον κυτταρικό θάνατο, αναφέρθηκαν στην παράγραφο 

2.2.2.4. και αφορούν α) την πρόκληση στρες στο ενδοπλασµατικό δίκτυο, β) την 

παρεµπόδιση της επικοινωνίας και µεταφοράς κυστιδίων και πρωτεϊνών στον άξονα 

ενδοπλασµατικό δίκτυο-Golgi, γ) την προσβολή του συστήµατος αποδόµησης 

πρωτεϊνών τόσο σε επίπεδο πρωτεασώµατος όσο και σε επίπεδο λυσοσώµατος, δ) 

τη δηµιουργία µικρών πόρων στις κυτταρικές µεµβράνες µε αποτέλεσµα την 

αυξηµένη διήθηση κατεχολαµινών, ε) την προσβολή του κυτταροσκελετού σε 

επίπεδο µικροσωληνίσκων καθώς και στ) την προσβολή κυτταρικών µονοπατιών 

µεταβίβασης σήµατος. 

Θελήσαµε να διερευνήσουµε τις επιδράσεις της φυσιολογικά εκκρινόµενης 

α-συνουκλεΐνης σε κύτταρα νευρωνικού χαρακτήρα. Για το σκοπό αυτό το 

θρεπτικό υλικό (CM) των WT- κυττάρων που περιέχει την εκκρινόµενη α-

συνουκλεΐνη, συλλέχθηκε σε ασηπτικές συνθήκες και προστέθηκε σε καλλιέργειες 

διαφοροποιηµένων SHSY-5Y κυττάρων για 24 ώρες.  

Ως ιδανικοί µάρτυρες, προστέθηκαν στα ίδια κύτταρα: απλό θρεπτικό υλικό 

περιεκτικότητας 10ml/L σε FBS, θρεπτικό υλικό από κύτταρα SHSY-5Y που 

εκφράζουν τη β-γαλακτοσιδάση, καθώς και θρεπτικό υλικό από WT+ κύτταρα της 

ίδιας σειράς που παράγουν τα βασικά επίπεδα α-συνουκλεΐνης.  

Παρατήρηση των κυττάρων στο οπτικό µικροσκόπιο οδήγησε στο 

συµπέρασµα ότι το θρεπτικό υλικό που περιέχει εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη, έχει 

τοξική δράση στα κύτταρα αποδέκτες. Ο κυτταρικός θάνατος προσδιορίστηκε 

ποσοτικά µετά από χρώση των κυττάρων µε τις Hoechst και Ethidium Homodimer 

(Εικόνα 14). 

Είναι ιδιαίτερα δύσκολο να διακρίνουµε αν ο θάνατος των κυττάρων 

οφείλεται σε απόπτωση ή σε νέκρωση µόνο από φωτογραφίες οπτικού 

µικροσκοπίου. Απαιτείται ηλεκτρονική µικροσκόπηση καθώς και µια σειρά από 

εξειδικευµένες τεχνικές προκειµένου να καθοριστεί ο µηχανισµός του θανάτου (S. 

Van Cruchten και W.V an den Broeck, 2001). 
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Εικόνα 14. Επίδραση της εκκρινόµενης α-συνουκλεΐνης σε διαφοροποιηµένα SHSY-5Y κύτταρα.  

Παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες από µικροσκόπιο φθορισµού όπου ο συνολικός 

αριθµός των πυρήνων έχει µπλε χρώση (Hoechst), ενώ τα νεκρά κύτταρα έχουν κόκκινη χρώση 

(Ethidium Homodimer). Η εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη έχει τοξική δράση στα διαφοροποιηµένα 

SHSY-5Y κύτταρα. Τα SHSY-5Y κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε RPMI µε 10% FBS και  

διαφοροποιήθηκαν µε ρετινοϊκό οξύ (10 µΜ) για 5 ηµέρες. Μετά την 5
η
 µέρα έγινε προσθήκη 

θρεπτικού υλικού µε 2% FBS,  θρεπτικού υλικού από WT+ κύτταρα (CM WT+) και θρεπτικού 

υλικού από  WT- κύτταρα (CM WT -) για 24 ώρες.  

 

 
 

Από τις παραπάνω φωτογραφίες θα µπορούσαµε να θεωρήσουµε ότι ο 

µηχανισµός θανάτου των κυττάρων που επάγεται από την επίδραση της 

εκκρινόµενης α-συνουκλεΐνης, είναι αποπτωτικός. Το Ethidium Homodimer 

χρωµατίζει έντονα κόκκινο τον πυρήνα των αποπτωτικών κυττάρων. Η απώλεια 

των νευραξόνων, καθώς και οι σταδιακές αλλαγές στο σχήµα του κυτταρικού 

σώµατος που περιλαµβάνουν τη συρρίκνωσή του ώστε τελικά το κύτταρο που 

πεθαίνει να αποκτήσει ένα στρογγυλό σχήµα συνηγορούν υπέρ του αποπτωτικού 

θανάτου.  

 

Φωτογραφία 

φάσης 
Hoechst Eth-1 

2%FBS 

WT+

CM 

WT-

CM 
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5.3. Χρήση των χηµικών ουσιών Congo red, Chrysamine G και 

Scyllo-inositol ως ρυθµιστών της συσσωµάτωσης της 

ανασυνδυασµένης ανθρώπινης α-συνουκλεΐνης 

Η ικανότητα των χηµικών ενώσεων Congo red, Chrysamine G, scyllo-inositol να 

αναστέλλουν το σχηµατισµό ολιγοµερών α-συνουκλεΐνης δοκιµάστηκε 

χρησιµοποιώντας ανασυνδυασµένη α-συνουκλεΐνη.  

Για το λόγο αυτό, ανασυνδυασµένη α-συνουκλεΐνη σε συγκέντρωση 1 

mg/ml, επωάστηκε στους 37ºC, υπό ανάδευση, για 24 ώρες παρουσία ή απουσία 

του παρεµποδιστή. 

Πιο συγκεκριµένα, το Congo red προστέθηκε στο διάλυµα της πρωτεΐνης 

στην αρχή της επώασης. Μετά το τέλος της επώασης, 100ng από κάθε δείγµα 

αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση κατά Western 

χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της α- συνουκλεΐνης. 

Τα αποτελέσµατα της επίδρασής του στις ολιγοµερείς µορφές της α-

συνουκλεΐνης παρουσιάζονται στην εικόνα 16. Από την εικόνα 16 µπορούµε να 

συµπεράνουµε ότι το Congo red µπορεί να διασπάσει τα ολιγοµερή της α-

συνουκλεΐνης, δεδοµένο που είναι συµβατό µε αρκετές µελέτες (Masuda et al., 

2006, Klunk et al., 1998). Παρατηρούµε επίσης ότι η ικανότητα αυτή είναι 

αντιστρόφως ανάλογη µε τη συγκέντρωση του Congo red στο διάλυµα. 

Εικόνα 16. Προσθήκη congo-red σε ανασυνδυασµένη α-συνουκλεΐνη (rasyn). To congo-red 

προστέθηκε σε συγκεντρώσεις 5, 50, 100 και 500µΜ σε διάλυµα rasyn συγκέντρωσης 1mg/ml. Η 

επώαση έγινε στους 37ºC, υπό ανάδευση, για 24 ώρες. Μετά το τέλος της επώασης, 100ng από 

κάθε δείγµα αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση κατά Western 

χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της α-συνουκλεΐνης. Στην πρώτη στήλη απεικονίζεται η rasyn 

χωρίς την προσθήκη congo-red (CR). Είναι εµφανής η δηµιουργία ζώνης ολιγοµερών, η οποία 

περιορίζεται σηµαντικά στα δείγµατα όπου έγινε προσθήκη  CR από την έναρξη της επώασης. 

Φαίνεται µάλιστα ότι το καλύτερο αποτέλεσµα ως προς την παρεµπόδιση δηµιουργίας 

ολιγοµερών, παρουσιάζεται µε τη χρήση της µικρότερης συγκέντρωσης CR. 
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Αντίστοιχα αποτελέσµατα είχαµε µε τη χρήση της Chrysamine G, για την 

οποία επίσης έχει δειχθεί ότι διασπά τις ινιδιακές δοµές της α-συνουκλεΐνης (Ishii 

et al., 2002). Όπως και το Congo red, έτσι και η  Chrysamine G προστέθηκε στο 

διάλυµα της α-συνουκλεΐνης κατά την αρχή της επώασης και µετά το τέλος της 

επώασης, 100ng από κάθε δείγµα αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και 

ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της α- 

συνουκλεΐνης. 

Τα αποτελέσµατα της δράσης της Chrysamine G απεικονίζονται στην εικόνα 

17. Σε αντιστοιχία µε το Congo red, η µικρότερη συγκέντρωση της Chrysamine G 

(1µΜ) είχε τη µεγαλύτερη ικανότητα να αναστέλλει το σχηµατισµό 

συσσωµατωµάτων της ανασυνδυασµένης α-συνουκλεΐνης. 

Εικόνα 17. ∆ράση της Chrysamine-G (CG). Η CG προστέθηκε σε συγκεντρώσεις 5, 50, 100 και 

500µΜ σε διάλυµα rasyn συγκέντρωσης 1mg/ml. Η επώαση έγινε στους 37ºC, υπό ανάδευση, για 

24 ώρες. Μετά το τέλος της επώασης, 100ng από κάθε δείγµα αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση 

SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της α-

συνουκλεΐνης. Στην πρώτη στήλη απεικονίζεται η rasyn χωρίς την προσθήκη CG. Είναι εµφανής 

η δηµιουργία ζώνης ολιγοµερών, η οποία περιορίζεται σηµαντικά στα δείγµατα όπου έγινε 

προσθήκη  CG από την έναρξη της επώασης. Φαίνεται µάλιστα ότι το καλύτερο αποτέλεσµα ως 

προς την παρεµπόδιση δηµιουργίας ολιγοµερών, παρουσιάζεται µε τη χρήση της µικρότερης 

συγκέντρωσης CG.  

 

 

Τέλος, χρησιµοποιήσαµε και τη χηµική ουσία scyllo-inositol, η οποία έχει 

ήδη δοκιµαστεί µε πολύ υποσχόµενα αποτελέσµατα στην παρεµπόδιση της 

δηµιουργίας ολιγοµερών του αµυλοειδούς β (Fenili et al., 2007). Όπως και οι δυο 

προηγούµενες ουσίες διάλυµα ανασυνδυασµένης α-συνουκλεΐνης, συγκέντρωσης 1 
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mg/ml, επωάστηκε στους 37ºC, υπό ανάδευση, για 4 ηµέρες, παρουσία ή απουσία 

του παρεµποδιστή.  

Οι συγκεντρώσεις της scyllo-inositol που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 1, 5 και 

25µΜ. Μετά το τέλος της επώασης, 100ng από κάθε δείγµα αναλύθηκαν µε 

ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας 

αντίσωµα έναντι της α-συνουκλεΐνης. 

Τα αποτελέσµατα της δράσης της scyllo-inositol απεικονίζονται στην εικόνα 

18. Στην περίπτωση αυτή βλέπουµε ότι η ελάχιστη συγκέντρωση scyllo-inositol 

(1µΜ) που χρησιµοποιήσαµε, έχει το ίδιο αποτέλεσµα στην αναστολή του 

σχηµατισµού συσσωµατωµάτων α-συνουκλεΐνης µε τις µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις. 

Εικόνα 18. ∆ράση της scyllo-inositol (SI). Η SI προστέθηκε σε συγκεντρώσεις 1, 5 και 25µΜ σε 

διάλυµα rasyn συγκέντρωσης 1mg/ml. Η επώαση έγινε στους 37ºC, υπό ανάδευση, για 24 ώρες. 

Μετά το τέλος της επώασης, 100ng από κάθε δείγµα αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE 

και ανοσοαποτύπωση κατά Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της α-συνουκλεΐνης. 

Στην πρώτη στήλη απεικονίζεται η rasyn χωρίς την προσθήκη SI. Φαίνεται η εξαφάνιση της 

ζώνης των ολιγοµερών ακόµα και µε τη χρήση της µικρότερης συγκέντρωσης 1µΜ SI. 

 

 

 

Στην περίπτωση της scyllo-inositol δοκιµάσαµε και τη δυνατότητά της να 

διασπάσει ήδη σχηµατισµένα ολιγοµερή, µια άποψη που υποστηρίζεται από την 

McLaurin και συνεργάτες (McLaurin et al., 2006). Προσθέσαµε, λοιπόν τις ίδιες 

συγκεντρώσεις scyllo-inositol 1, 5 και 25µΜ, σε διάλυµα 1mg/ml της α-

συνουκλεΐνης, αφού αυτό είχε προηγουµένως υποστεί τη διαδικασία της 
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ανακίνησης για 3 ηµέρες, στους 37ºC. Το διάλυµα κατόπιν επωάστηκε για 24 

ακόµα ώρες και µετά το τέλος της επώασης, 100ng από κάθε δείγµα αναλύθηκαν 

µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση κατά Western 

χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της α-συνουκλεΐνης. Στην περίπτωση αυτή 

βλέπουµε ότι η µικρότερη συγκέντρωση scyllo-inositol 1µΜ που χρησιµοποιήσαµε 

είχε τα καλύτερα αποτελέσµατα στη διάσπαση των ήδη σχηµατισθέντων 

ολιγοµερών της α-συνουκλεΐνης 

Τα αποτελέσµατα από το συγκεκριµένο πείραµα απεικονίζονται στην εικόνα 

19. 

Εικόνα 19. ∆ράση της scyllo-inositol (SI). Η SI προστέθηκε σε συγκεντρώσεις 1, 5 και 25µΜ σε 

διάλυµα rasyn συγκέντρωσης 1mg/ml που είχε ήδη επωαστεί στους 37ºC, υπό ανάδευση, για 

3ηµέρες. Στη συνέχεια το διάλυµα επωάστηκε για 24 ακόµα ώρες. Μετά το τέλος της επώασης, 

100ng από κάθε δείγµα αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση κατά 

Western χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της α-συνουκλεΐνης. Στην πρώτη στήλη 

απεικονίζεται η rasyn χωρίς την προσθήκη SI. Φαίνεται η εξαφάνιση της ζώνης των ολιγοµερών 

ακόµα και µε τη χρήση της µικρότερης συγκέντρωσης 1µΜ SI. 
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5.4. Επίδραση των χηµικών ουσιών Congo red, Chrysamine G, 

scyllo-inositol σε διαφοροποιηµένα SHSY-5Y κύτταρα  

Στο επόµενο στάδιο των πειραµάτων µας εφαρµόσαµε θρεπτικό υλικό που περιέχει 

εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη (CM) σε κυτταρικές σειρές. Ήδη είχαµε ελέγξει, όπως 

περιγράφηκε στην παράγραφο 5.2., την κυτταροτοξική δράση της εκκρινόµενης α-

συνουκλεΐνης. Στη συνέχεια, παρατηρήσαµε τυχόν προστατευτική δράση µετά την 

προσθήκη των τριών χηµικών ρυθµιστών της συσσωµάτωσης της α-συνουκλεΐνης 

(Congo red, Chrysamine G, scyllo-inositol) στο CM. 

Επειδή τα κύτταρα είναι ένας ζωντανός οργανισµός, είναι επόµενο να 

υπεισέρχεται µια σειρά από αστάθµητους παράγοντες που δεν υπάρχουν στα 

πειράµατα µε την ανασυνδυασµένη α-συνουκλεΐνη. Για το λόγο αυτό, στα 

πειράµατα µε τις κυτταρικές καλλιέργειες, οι αρχικές δόσεις των αναστολέων που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι χαµηλότερες αποτελεσµατικές δόσεις, ως προς την 

παρεµπόδιση της δηµιουργίας συσσωµατώσεων, που είχαν προκύψει από τα 

πειράµατα µε την ανασυνδυασµένη α-συνουκλεΐνη. Συγκεκριµένα, οι δόσεις αυτές 

ήταν 1µΜ και 5µΜ και για τους τρεις χηµικούς αναστολείς (Congo red, Chrysamine 

G, scyllo-inositol). 

Η πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής: αρχικά έγινε 

συλλογή θρεπτικού µέσου (conditioned medium) από SHSY-5Y κύτταρα που 

εκφράζουν την πρωτεΐνη β-γαλακτοσιδάση (β-gal). Με τον τρόπο αυτό 

διασφαλίζουµε το γεγονός ότι οποιαδήποτε τοξικότητα καταγραφεί στο πείραµά 

µας θα οφείλεται µόνο στην τοξική δράση των αναστολέων της συσσωµάτωσης, 

αφού όπως έχει ήδη αναφερθεί η  β-γαλακτοσιδάση είναι µια πρωτεΐνη που δεν 

εκκρίνεται φυσιολογικά και δεν εµφανίζει κυτταροτοξικότητα.  

Στη συνέχεια, στο θρεπτικό υλικό προστέθηκαν οι χηµικοί αναστολείς και 

έγινε επώαση για 24 ώρες στους 4°C µε συνεχή ανακίνηση. Ακολούθησε 

εφαρµογή του επεξεργασµένου αυτού θρεπτικού υλικού σε διαφοροποιηµένα 

ανθρώπινα κύτταρα νευροβλαστώµατος SHSY-5Y. Μετά την πάροδο 24 ωρών 

έγινε παρατήρηση των κυττάρων σε οπτικό µικροσκόπιο και ελήφθησαν 

αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες για κάθε συνθήκη. 

Το συµπέρασµα που εξάγαµε από αυτή την πειραµατική διαδικασία ήταν ότι 

οι δύο (Congo red, scyllo-inositol) από τους τρεις χηµικούς αναστολείς που 

χρησιµοποιήσαµε ήταν τοξικοί για τα κύτταρα σε συγκέντρωση 5µΜ και εποµένως 

έπρεπε να µειωθεί η δόση τους σε πειράµατα µε κυτταρικές καλλιέργειες. Μετά από 

µια σειρά δοκιµών, καθορίσαµε τελικά τις δόσεις που θα εφαρµόζαµε στα επόµενα 

πειράµατά µας µε κύτταρα σε 0,4µΜ και για τις τρεις ουσίες, Congo red, scyllo-
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inositol και Chrysamine G ενώ ο χρόνος επώασης περιορίστηκε στις 4 ώρες 

(Εικόνα 21). 

Εικόνα 21. Επίδραση των αναστολέων Congo-Red (CR), Chrysamine-G (CG) και Scyllo-inositol 

(SI) σε κύτταρα. Παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικές φωτογραφίες από οπτικό µικροσκόπιο. Τα 

SHSY-5Y κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε RPMI µε 10% FBS και  διαφοροποιήθηκαν µε ρετινοϊκό 

οξύ (10 µΜ) για 5 ηµέρες. Μετά την 5
η
 µέρα έγινε προσθήκη θρεπτικού υλικού µε 2% FBS, 

θρεπτικού υλικού από κύτταρα β-gal και θρεπτικού υλικού από κύτταρα β-gal στο οποίο είχε 

προστεθεί CR, CG και SI σε συγκέντρωση 1 µΜ και 5µΜ. Τα κύτταρα επωάστηκαν για 24 ώρες. 

Οι αναστολείς CR, CG εµφανίστηκαν τοξικοί για τα κύτταρα σε συγκέντρωση 5µΜ. 

 

 

2% FBS β-gal 
 

 

 

 

CR 

1µΜ 5µΜ 
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CG 

1µΜ 5µΜ 

  
SI 

1µΜ 5µΜ 

  
 

Στη συνέχεια επαναλάβαµε τα πειράµατα εφαρµόζοντας την ίδια διαδικασία 

µε CM από WT-dox και WT+dox SHSY-5Y κύτταρα. Στην περίπτωση αυτή, έγινε 

και χρώση των κυττάρων µε τις χρωστικές Hoechst και Ethidium Homodimer, 

παρατήρηση και φωτογράφησή τους. (Εικόνα 22) 
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Εικόνα 22. Προστατευτική δράση των ουσιών Congo-Red (CR), Chrysamine-G (CG) και Scyllo-

inositol (SI) σε κύτταρα που επωάστηκαν µε CM. Παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικές 

φωτογραφίες από µικροσκόπιο φθορισµού όπου ο συνολικός αριθµός των πυρήνων έχει µπλε 

χρώση (Hoechst), ενώ τα νεκρά κύτταρα έχουν κόκκινη χρώση (Ethidium Homodimer). Η 

εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη έχει τοξική δράση στα διαφοροποιηµένα SHSY-5Y κυττάρα. Τα 

SHSY-5Y κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε RPMI µε 10% FBS και  διαφοροποιήθηκαν µε ρετινοϊκό 

οξύ (10 µΜ) για 5 ηµέρες. Μετά την 5
η
 µέρα, έγινε προσθήκη για 4 ώρες, θρεπτικού υλικού µε 

2% FBS, θρεπτικού υλικού από WT+ κύτταρα (CM WT+), θρεπτικού υλικού από WT- κύτταρα 

(CM WT -), θρεπτικού υλικού στο οποίο είχε προστεθεί CR, CG  και SI σε συγκέντρωση 0,4µΜ.  

 

 

 

 

 

 

Φωτογραφία φάσης  Hoechst  

2% 

FBS 

CM 

WT+ 

Ethidium 

Homodimer  

CM 

WT- 
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Φωτογραφία φάσης  Hoechst  Ethidium 

Homodimer  

CM 

WT+ 

/CR 

CM 

WT-/ 

CR 

CM 

WT+/ 

CG 

CM 

WT-/ 

CG  
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Τα στοιχεία των µετρήσεων αυτών επεξεργάστηκαν στατιστικά και τα 

αποτελέσµατα αποδίδονται στη γραφική παράσταση (Εικόνα 23). Στον 

κατακόρυφο άξονα απεικονίζεται το ποσοστό της κυτταροτοξικότητας (ως λόγος 

των νεκρών κυττάρων, που φθορίζουν µετά τη χρώση τους µε Ethidium 

Homodimer, προς τον αριθµό του συνόλου των κυττάρων, των οποίων οι πυρήνες 

φθορίζουν µετά τη χρώση τους µε Hoechst), ενώ στον οριζόντιο άξονα 

απεικονίζονται οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα. 

Το συµπέρασµα που εξάγεται από το παραπάνω πείραµα, όπως αυτό 

απεικονίζεται και στο σχετικό διάγραµµα, είναι ότι η προσθήκη των χηµικών 

ρυθµιστών της συσσωµάτωσης στο θρεπτικό υλικό έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση 

της κυτταροτοξικότητας που προκαλείται από την υπερέκφραση της α-

συνουκλεΐνης. Όπως καταγράφεται και στο διάγραµµα, ο κυτταρικός θάνατος που 

παρατηρήθηκε κατά την προσθήκη CM από WT- κύτταρα, χωρίς να περιέχεται 

κάποιος από τους τρεις αναστολείς, ήταν περίπου επταπλάσιος από την περίπτωση 

κατά την οποία προστέθηκε θρεπτικό υλικό µε 2% FBS, καθώς και CM από WT+ 

κύτταρα. Ωστόσο, στην περίπτωση που στο CM από WT- κύτταρα έχει προστεθεί 

κάθε φορά και ένας εκ των τριών χηµικών ρυθµιστών της συσσωµάτωσης (Congo 

red, Chrysamine G, scyllo-inositol), η παραπάνω αναλογία µειώθηκε και σε σχέση 

µε την αντίστοιχη εφαρµογή CM από WT+ κύτταρα, κυµάνθηκε περίπου στο 

διπλάσιο. Το πείραµα επαναλήφθηκε µε παρόµοια αποτελέσµατα. 

CM 

WT+/ 

SI  

CM 

WT-/ 

SI  

Φωτογραφία φάσης  Hoechst  
Ethidium 

Homodimer  
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Εικόνα 23. Ποσοτικοποίηση της κυτταροτοξικότητας. Γραφική παράσταση όπου απεικονίζεται 

το ποσοστό της κυτταροτοξικότητας σε κάθε µια από τις συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν στο 

πείραµα. SHSY-5Y κύτταρα καλλιεργήθηκαν σε RPMI µε 10% FBS και διαφοροποιήθηκαν µε 

ρετινοϊκό οξύ (10 µΜ) για 5 ηµέρες. Μετά την 5
η
 µέρα, έγινε προσθήκη για 4 ώρες, θρεπτικού 

υλικού µε 2% FBS (untreated), CM από WT+ κύτταρα (WT+), CM από WT- κύτταρα (WT-), 

CM από WT+ κύτταρα και WT- κύτταρα στο οποίο είχε προστεθεί CR, CG και SI σε 

συγκέντρωση 0,4µΜ. CR: Congo Red, CG: Chrysamine G, SI: Scyllo-Inositol.  

 

 

 

5.5. In vitro κατεργασία του θρεπτικού υλικού που περιέχει 

την εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη (CM) µε τις χηµικές ενώσεις 

Congo red, Chrysamine G και scyllo-inositol 

Αρχικά, επιχειρήσαµε να ελέγξουµε αν πράγµατι οι τρεις ουσίες που 

χρησιµοποιήσαµε στα πειράµατά µας (Congo red, Chrysamine G, scyllo-inositol), 

παρεµποδίζουν τη συσσωµάτωση της ανασυνδυασµένης α-συνουκλεΐνης.  

Στη συνέχεια, εφαρµόσαµε τις ουσίες αυτές σε θρεπτικό υλικό που περιέχει 

την εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη. Τα WT+ και WT- κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 

τουλάχιστον 8 ηµέρες παρουσία και απουσία δοξυκυκλίνης, αντίστοιχα. Μετά από 

καλλιέργεια για 2 ηµέρες, το θρεπτικό υλικό (CM) συλλέχθηκε και επωάστηκε µε 

τους χηµικούς ρυθµιστές µε ανάδευση, για 24 ώρες στους 4°C. Οι δόσεις που 

χρησιµοποιήσαµε ήταν 0,5µΜ για τα Congo red και scyllo-inositol, και 1µΜ για την 

Chrysamine G. Μετά την πάροδο του εικοσιτετραώρου, έγινε συµπύκνωση του 

υλικού µε τη µέθοδο της υπερδιήθησης, ώστε το τελικό θρεπτικό µέσο να είναι 35 

φορές πυκνότερο από το αρχικό. Στη συνέχεια εφαρµόστηκε ανοσοαποτύπωση 

κατά western στα δείγµατα που προέκυψαν από την ανωτέρω διαδικασία.  
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Τα αποτελέσµατα της δράσης των χηµικών ρυθµιστών της συσσωµάτωσης 

της α-συνουκλεΐνης είναι εµφανή (Εικόνα 20). Στη στήλη WT-CM, διακρίνονται 

καθαρά τόσο η µονοµερής µορφή, όσο και τα ολιγοµερή της πρωτεΐνης. Στις τρεις 

επόµενες στήλες, όπου έχουµε την προσθήκη των αναστολέων στο WT-CM, είναι 

ιδιαίτερα εµφανής η εξαφάνιση των ολιγοµερών αυξηµένου µοριακού βάρους, ενώ 

το ποσό της µονοµερούς πρωτεΐνης, παρουσιάζεται ελαφρά αυξηµένο, γεγονός 

που µας οδηγεί στο συµπέρασµα ότι τα ολιγοµερή διασπώνται και 

κατακρηµνίζονται ως µονοµερές της α-συνουκλεΐνης.   

Το πείραµα επαναλήφθηκε για δυο διαφορετικές οµάδες θρεπτικού υλικού, 

που συλλέχθηκαν από δυο ανεξάρτητα µεταξύ τους ζεύγη κυττάρων WT+ και WT-. 

Και στις δυο περιπτώσεις, το αποτέλεσµα της ανοσοαντίδρασης κατά western ήταν 

το ίδιο.  

Χρησιµοποιήσαµε δυο διαφορετικά αντισώµατα για τη σήµανση της α-

συνουκλεΐνης σε κάθε µεµβράνη, το πολυκλωνικό sc-7011, που προέρχεται από 

κόνικλο και το µονοκλωνικό BD, που προέρχεται από επίµυ, προκειµένου να 

ελέγξουµε την επαναληψιµότητα και εποµένως την εγκυρότητα της µεθόδου.  

Η διαφορά των δυο αντισωµάτων ως προς τη σήµανση, έγκειται στο ότι µε 

το BD απεικονίζονται καλύτερα τα ολιγοµερή, ενώ µε το sc-7011 απεικονίζεται 

καλύτερα το µονοµερές της α-συνουκλεΐνης. Τέλος, έγινε σήµανση των 

µεµβρανών µε το µονοκλωνικό αντίσωµα HYB 267-01, έναντι της πρωτεΐνης BSA 

του ορού, για τον έλεγχο της ορθής «φόρτωσης» των δειγµάτων στο πήκτωµα της 

ηλεκτροφόρησης. 
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Εικόνα 20. In vitro κατεργασία του CM  µε τις χηµικές ενώσεις congo-red (CR), chrysamine-G  

(CG) και scyllo-inositol (SI). Το CM συλλέχθηκε και επωάστηκε µε τους χηµικούς ρυθµιστές µε 

ανάδευση, για 24 ώρες στους 4°C. Οι δόσεις που χρησιµοποιήσαµε ήταν 0,5µΜ για τα congo-red 

και scyllo-inositol, και 1µΜ για την chrysamine-G. Μετά την πάροδο του εικοσιτετραώρου, έγινε 

συµπύκνωση του υλικού µε τη µέθοδο της υπερδιήθησης, Στη συνέχεια εφαρµόστηκε 

ανοσοαποτύπωση κατά western. Η ίδια µεµβράνη έχει σηµανθεί µε το αντίσωµα sc-7011-Rabbit 

(αριστερά), µε το BD-monoclonal-Mouse (δεξιά), για έλεγχο της επαναληψιµότητας του 

αποτελέσµατος, και µε το αντίσωµα HYB 267-01 Mouse κατά της πρωτεΐνης BSA (κάτω) για τον 

έλεγχο της ορθής «φόρτωσης» των δειγµάτων στο πήκτωµα της ηλεκτροφόρησης.  

 

 sc-7011-R 

 

 BD-Ms 

 

 HYB 267-01 Ms 
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6. Συζήτηση 

Η α-συνουκλεΐνη είναι µια νευρωνική πρωτεΐνη που έχει συσχετισθεί µε έναν 

αριθµό νευροεκφυλιστικών νόσων που καλούνται µε τον γενικό όρο 

συνουκλεϊνοπάθειες και σε αυτές συµπεριλαµβάνεται µεταξύ άλλων και η νόσος 

Πάρκινσον. Κοινό χαρακτηριστικό αυτών των νόσων είναι η παρουσία πρωτεϊνικών 

εγκλείστων που καλούνται σωµάτια Lewy και περιλαµβάνουν ως βασική πρωτεΐνη 

την α-συνουκλεΐνη. Φυσιολογικά, η α-συνουκλεΐνη υπάρχει στα κύτταρα τόσο σε 

διαλυτή µορφή όσο και σε µορφή α-έλικας που παρουσιάζει συγγένεια πρόσδεσης 

µε τις φωσφολιπιδικές µεµβράνες. Παρουσιάζει την τάση να πολυµερίζεται, 

σχηµατίζοντας πρώτα διαλυτά, και σταδιακά µη διαλυτά ολιγοµερή, δηµιουργώντας 

συσσωµατώµατα, και τελικά ινιδιακές δοµές που προσοµοιάζουν µε το β-

αµυλοειδές. 

Η ακριβής φυσιολογική της λειτουργία στα κύτταρα δεν είναι γνωστή. 

Πιθανολογείται ότι εµπλέκεται στη συναπτική πλαστικότητα µέσω αλληλεπίδρασης 

µε εγκεφαλικά κυστίδια και φωσφολιπιδικές µεµβράνες, έχει ρόλο µοριακής 

σαπερόνης, δρα ως αναστολέας της υδροξυλάσης της τυροσίνης, µειώνοντας τη 

σύνθεση ντοπαµίνης, εµπλέκεται στην ανάπτυξη και διατήρηση των συνάψεων, 

στη νευρωνική διαφοροποίηση, στο µεταβολισµό των λιπιδίων, σε φλεγµονώδεις 

διαδικασίες και τέλος στο επίπεδο του κυτταροσκελετού µε τροποποίηση της 

λειτουργίας στους µικροσωληνίσκους. Από τα παραπάνω γίνεται εµφανές, ότι 

οποιαδήποτε διαταραχή τόσο στα επίπεδα όσο και στη φυσιολογική δοµή της α-

συνουκλεΐνης θα επηρεάσει τη λειτουργία και επιβίωση των κυττάρων και 

κατ’επέκταση του οργανισµού.  

Η πεποίθηση ότι η α-συνουκλεΐνη είναι µια πρωτεΐνη µε αποκλειστικά 

ενδοκυττάρια εντόπιση έχει πλέον καταρριφθεί, αφού από πρόσφατες µελέτες 

προέκυψαν στοιχεία για την ύπαρξη µιας εξωκυττάριας µορφής που 

απελευθερώνεται από τους νευρώνες και εντοπίζεται στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό 

και το πλάσµα, καθώς και σε θρεπτικό µέσο από καλλιέργειες µε ανθρώπινα 

κύτταρα νευροβλαστώµατος (Borghi et al., 2000, El-Agnaf et al., 2003, Miller et 

al., 2004).   

In vitro, η έκκριση της α-συνουκλεΐνης είχε διερευνηθεί µε µελέτες  

επιµόλυνσης σε ανθρώπινα κύτταρα νευροβλαστώµατος SHSY-5Y (Lee et al., 

2005) καθώς και SK-N-BE (Sung et al., 2005) και µε τη δηµιουργία σταθερών 

κυτταρικών σειρών νευροβλαστώµατος Μ17 που υπερεκφράζουν την αγρίου τύπου 

α-συνουκλεΐνη, επίσης µετά από επιµόλυνση µε το cDNA της (El-Agnaf et al., 

2003). 

Στα δικά µας πειράµατα ενισχύουµε την άποψη ότι η α-συνουκλεΐνη 

εκκρίνεται από τα κύτταρα φυσιολογικά (δηλαδή χωρίς ιδιαίτερη διέγερση) στο 
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θρεπτικό µέσο των SHSY-5Y κυττάρων που υπερεκφράζουν την πρωτεΐνη. Η 

έκκριση αυτή αφορά όχι µόνο τη µονοµερή µορφή αλλά και τις ολιγοµερείς µορφές 

της πρωτεΐνης. Ωστόσο, ο µηχανισµός έκκρισης παραµένει άγνωστος. 

Ένα σηµαντικό πλεονέκτηµα στην παρούσα µελέτη είναι ότι όλα µας τα 

αποτελέσµατα αφορούν φυσιολογικά εκκρινόµενη α-συνουκλεΐνη από µια 

κυτταρική σειρά που προέρχεται από έναν αρχικό κλώνο, στον οποίο η έκκριση 

επάγεται µέσω ενός ΤΕΤ-off συστήµατος. ∆εν αφορούν δηλαδή, ανασυνδυασµένη 

µορφή της πρωτεΐνης. Εποµένως, το δικό µας σύστηµα µελέτης παρουσιάζει πολύ 

µεγαλύτερη οµοιότητα µε το τι πραγµατικά συµβαίνει στη φύση, στον ανθρώπινο 

δηλαδή οργανισµό, τόσο ως προς την έκκριση όσο και ως προς την δηµιουργία 

ολιγοµερών α-συνουκλεΐνης. 

Η εκκρινόµενη αυτή πρωτεΐνη, ασκεί κυτταροτοξική δράση, ο µηχανισµός 

της οποίας παραµένει επίσης άγνωστος αν και έχουν προταθεί διάφορα µοντέλα, 

όπως επαγωγή µηχανισµών στρες στο ενδοπλασµατικό δίκτυο (Smith W.W. et al., 

2005), πρόβληµα στη µεταφορά κυστιδίων και πρωτεϊνών (McNaught K.S. et al., 

2001), πρόβληµα στο σύστηµα αποδόµησης πρωτεϊνών, και ιδιαίτερα στο σύστηµα 

ουµπικουϊτίνης-πρωτεασώµατος (Stefanis L. et al., 2001), σχηµατισµός πόρων 

στην κυτταρική µεµβράνη (Volles and Lansbury 2003), επαγωγή φλεγµονώδους 

αντίδρασης λόγω διέγερσης νευρογλοιακών κυττάρων (Zhang et al., 2005, Seo et 

al., 2002, El-Agnaf et al., 1998). 

Στα δικά µας πειράµατα, επιβεβαιώσαµε την τοξικότητα της εκκρινόµενης 

α-συνουκλεΐνης, εφαρµόζοντας το θρεπτικό υλικό που περιέχει εκκρινόµενη α-

συνουκλεΐνη (CM) από SHSY-5Y κύτταρα, σε κυτταρικές καλλιέργειες 

διαφοροποιηµένων ανθρώπινων κυττάρων νευροβλαστώµατος (SHSY-5Y) και 

µετρώντας τον κυτταρικό θάνατο. 

In vitro µελέτες έχουν δείξει ότι επώαση της αγρίου τύπου α-συνουκλεΐνης 

υπό ορισµένες συνθήκες οδηγεί σταδιακά στην δηµιουργία µη διαλυτών ινιδίων και 

συσσωµατώσεων (Conway et al., 1998). Σε ασθενείς µε νόσο Πάρκινσον 

συσσωµατώµατα α-συνουκλεΐνης έχουν αναγνωριστεί σε νευρώνες σε µορφές 

άλλες εκτός των σωµατίων Lewy (Irizarry et al., 1998, Galvin et al., 1999, Arima 

et al., 1998a, Braak et al., 1999, Crowther et al., 2000). Πλέον αποτελεί γενική 

πεποίθηση ότι τα πρωτοϊνίδια και όχι οι πιο ώριµες συσσωµατωµένες µορφές 

αποτελούν την τοξική µορφή της α-συνουκλεΐνης (Goldberg and Lansbury 2000). 

Χρησιµοποιώντας ορισµένες χηµικές ουσίες που παρεµποδίζουν την 

πρωτεϊνική συσσωµάτωση (Congo red, Chrysamine G, scyllo-inositol), 

επιχειρήσαµε να διερευνήσουµε τυχόν προστατευτική τους δράση  που να 

οφείλεται στην ιδιότητά τους να αποτρέπουν το σχηµατισµό ολιγοµερών α-

συνουκλεΐνης, αφού προηγουµένως διασφαλίσαµε ότι οι δόσεις που εφαρµόσαµε 
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δεν είναι οι ίδιες τοξικές για τα κύτταρα. Σε προηγούµενη µελέτη του εργαστηρίου 

µας (Emmanoulidou E. et al., 2008), είχε δειχθεί ότι η προσθήκη Congo red 

επανακαθιστά τη λειτουργία του πρωτεασώµατος, αποµακρύνοντας τα ολιγοµερή 

α-συνουκλεΐνης που την παρεµποδίζουν.  

Πράγµατι τα αποτελέσµατα που λάβαµε και για τις τρεις ουσίες συνηγορούν 

υπέρ µιας νευροπροστατευτικής δράσης των ουσιών αυτών. Μελλοντικά λοιπόν, οι 

συγκεκριµένες ουσίες ή ανάλογά τους θα µπορούσαν να αποτελέσουν δυνητική 

φαρµακευτική αγωγή για ασθενείς που πάσχουν από νόσο Πάρκινσον ή άλλες 

µορφές συνουκλεϊνοπαθειών. Στο σηµείο αυτό ωστόσο, θα πρέπει να τονιστεί ότι 

τα πειράµατα που έχουν γίνει µέχρι στιγµής είναι στην πλειονότητά τους in vitro. 

Σε ένα ζώντα οργανισµό υπεισέρχονται πολλαπλοί περιοριστικοί παράγοντες 

σχετικά µε τη χρήση τέτοιων χηµικών ουσιών. 

Συγκεκριµένα, σχετικά µε το Congo red, η διαπερατότητά του διαµέσου του 

αιµατοεγκεφαλικού φραγµού είναι περιορισµένη. Είναι δυνητικά τοξικό, ενώ έχει 

ενοχοποιηθεί και για καρκινογενέσεις (κυρίως ηπατοκυτταρικό και καρκίνωµα της 

ουροδόχου κύστης). Τέλος, έχει καταδειχθεί µε πειραµατικές µεθόδους ότι διαθέτει 

και τερατογόνους ιδιότητες. Οι περιορισµοί αυτοί είναι ιδιαίτερα αποτρεπτικοί για 

πιθανή χρήση του ως φαρµακευτική αγωγή. Η έρευνα στον τοµέα αυτό θα 

µπορούσε να στραφεί προς χηµικά ανάλογα του Congo red, που θα διαθέτουν τη 

δραστικότητά του ως προς τη διάσπαση των ολιγοµερών, αλλά ταυτόχρονα θα 

στερούνται της τοξικότητάς του. Πολύ σηµαντικό επίσης, είναι να ξεπεραστεί το 

εµπόδιο της περιορισµένης διαπερατότητας στον εγκέφαλο. Η Chrysamine G  είναι 

το πλέον µελετηµένο χηµικό ανάλογο του Congo red. Έχει µικρότερο µέγεθος και 

είναι περισσότερο λιπόφιλο µόριο, ιδιότητες που της επιτρέπουν τη διέλευση από 

τον αιµατοεγκεφαλικό φραγµό. Επιπλέον, είναι λιγότερο τοξική. Ωστόσο η χρήση 

της σε ζωντανούς οργανισµούς παραµένει υπό διερεύνηση. 

Στον αντίποδα των παραπάνω βρίσκεται η χρήση της ουσίας scyllo-inositol, 

η οποία αποτελεί µια πολλά υποσχόµενη πιθανή αγωγή στη νόσο Αλτσχάιµερ. Η 

δράση της scyllo-inositol (scyllo-cyclohexanehexol) έχει µελετηθεί εκτενώς in vitro 

και  in vivo. Ιn vitro, βρέθηκε ότι προκαλεί άµεση αλλαγή στη δευτεροταγή δοµή 

του πεπτιδίου Αβ42, του πιο νευροτοξικού συστατικού των αµυλοειδικών πλακών 

στη νόσο Αλτσχάιµερ, µε αποτέλεσµα τη σταθεροποίηση µικρών β ολιγοµερών και 

τη διακοπή της δηµιουργίας ινιδιακών δοµών (McLaurin et al., 2000). In vivo, 

όταν χορηγήθηκε peros σε ποντίκια TgCRND8 (που υπερεκφράζουν τις 

µεταλλάξεις της APP που ανήκουν στο σουηδικό και στον ινδιάνικο τύπο της νόσου 

Αλτσχάιµερ), εµπόδισε το σχηµατισµό Αβ συσσωµατωµάτων, βελτίωσε σηµαντικά 

τη χωρική µνήµη, ελάττωσε τα παθολογικά ευρήµατα της νόσου στον εγκέφαλο 

και µείωσε τη θνητότητα (McLaurin et al., 2006). Εξαιρετικά σηµαντικό είναι το 
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γεγονός ότι τα θεραπευτικά αποτελέσµατα επιτεύχθηκαν άσχετα από τη χρονική 

στιγµή χορήγησης της  scyllo-inositol σε σχέση µε την έναρξη της εµφάνισης των 

φαινοτυπικών χαρακτηριστικών της νόσου (McLaurin et al., 2006). Αυτό 

συνεπάγεται ότι η ουσία όχι µόνο παρεµποδίζει το σχηµατισµό αµυλοειδικών 

πλακών, αλλά διαλύει και τα ήδη σχηµατισµένα β ινίδια.  

Επιπλέον σε µια άλλη µελέτη (Townsend et al., 2006), οι ερευνητές 

απέδειξαν ότι η peros χορήγηση scyllo-inositol ανέστρεψε τα γνωστικά ελλείµµατα 

που προκλήθηκαν σε αρουραίους από την ΙCV έγχυση αµυλοειδούς β. Παράλληλα, 

κατέγραψαν µε ηλεκτροφυσιολογικές µεθόδους τα δυναµικά πεδίου σε ιστοτεµάχια 

της περιοχής CA1 του ιππόκαµπου ποντικών που είχαν προηγουµένως επωαστεί µε 

CM πλούσιο σε αµυλοειδές β στο οποίο είχε προστεθεί scyllo-inositol. Βρήκαν µε 

τον τρόπο αυτό ότι η scyllo-inositol βελτίωσε τη συναπτική πλαστικότητα και το 

LTP (οι Shankar και συνεργάτες, έδειξαν in vitro σε κυτταρικές καλλιέργειες 

νευρώνων της περιοχής CA1 του ιππόκαµπου, ότι ολιγοµερή του αµυλοειδούς β 

προκαλούν απώλεια δενδριτικών απολήξεων, µειώνοντας την ενεργοποίηση των 

γλουταµινικών υποδοχέων NMDAR, προσβάλλοντας είτε το µονοπάτι εισόδου Ca++ 

, είτε το µονοπάτι κοφιλίνης-καλσινευρίνης. Οι υποδοχείς NMDAR είναι υπεύθυνοι 

για την πρόκληση τόσο του LTP όσο και του LTD. Η ίδια οµάδα έδειξε ότι η scyllo-

inositol παρεµποδίζει τα βλαβερά αποτελέσµατα των ολιγοµερών Αβ.) 

Οι οµοιότητες που παρουσιάζουν οι δυο νόσοι, Πάρκινσον και Αλτσχάιµερ, 

ως προς την παθογένειά τους (σχηµατισµός πρωτεϊνικών εγκλείστων µε συνέπεια 

τον νευροεκφυλισµό, µε πιθανά παρόµοια µονοπάτια), µας επιτρέπει να 

θεωρήσουµε ότι η χρήση της scyllo-inositol ως επικείµενης θεραπευτικής αγωγής 

στη νόσο Αλτσχάιµερ, ανοίγει το δρόµο για την έρευνα και την πιθανή εφαρµογή 

της και στη νόσο Πάρκινσον.  

Εικόνα 24. Οµοιότητες νόσων Πάρκινσον και Αλτσχάιµερ. Σχηµατισµός πλακών β αµυλοειδούς 

στη νόσο Αλτσχάιµερ και σωµατίων Lewy στη νόσο Πάρκινσον. (Προσαρµογή εικόνας από Ross 

et Poirer, 2004 ) 
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Ήδη στα δικά µας πειράµατα δείξαµε τα θετικά αποτελέσµατα από την 

εφαρµογή της σε ανασυνδυασµένη α-συνουκλεΐνη, σε θρεπτικό υλικό που περιέχει 

τη φυσιολογικά εκκρινόµενη πρωτεΐνη (CM), αλλά και in vitro σε κυτταρικές 

καλλιέργειες νευρώνων. Συγκεκριµένα, στα πειράµατα µε την ανασυνδυασµένη α-

συνουκλεΐνη, η scyllo-inositol φαίνεται να εµποδίζει το σχηµατισµό ολιγοµερών α-

συνουκλεΐνης εν τη γενέσει τους, αλλά και να διασπά ήδη σχηµατισθέντα. Κατά 

την εφαρµογή της στο CM είναι επίσης ιδιαίτερα εµφανής η εξαφάνιση της ζώνης 

των ολιγοµερών. Τέλος, η προσθήκη της σε κυτταρικές καλλιέργειες που 

επωάστηκαν µε CM, έδειξε επίσης  προστατευτικά αποτελέσµατα ως προς την 

επιβίωση των κυττάρων. 

Εποµένως, τα αρχικά αποτελέσµατα των πειραµάτων µας ως προς το ρόλο 

της ουσίας scyllo-inositol στην παρεµπόδιση της δηµιουργίας, αλλά και στη 

διάσπαση συσσωµατωµάτων α-συνουκλεΐνης είναι αισιόδοξα. Ωστόσο, πρέπει 

πολλά ακόµη να γίνουν ώστε να µπορέσουµε να µιλήσουµε για ενδεχόµενη χρήση 

της ως θεραπευτικής αγωγής στη νόσο Πάρκινσον. Πρωταρχικός στόχος είναι να 

µελετηθεί σε in vivo σύστηµα, όπως έχει ήδη γίνει στην περίπτωση της νόσου 

Αλτσχάιµερ. Πάντως, αυτό που πρέπει να τονισθεί στην περίπτωση της scyllo-

inositol είναι ότι διαθέτει µια σειρά από ιδιότητες που την καθιστούν ελκυστική για 

τη χρήση της ως θεραπευτική αγωγή. Συγκεκριµένα, είναι µια µικροµοριακή ουσία, 

διαθέσιµη για peros χρήση, είναι διαλυτή και παρουσιάζει εξαιρετική διαπερατότητα 

στον ανθρώπινο εγκέφαλο, εµφανίζει τη δράση της ως παρεµποδιστή της  

δηµιουργίας πρωτεϊνικών ολιγοµερών ακόµη και σε ελάχιστες συγκεντρώσεις και 

από τις µέχρι στιγµής µελέτες in vivo δεν φαίνεται να παρουσιάζει τοξικές 

παρενέργειες (Townsend et. al., 2006). 

Τέλος, υπάρχει και µια ακόµη συνισταµένη, που πρέπει να ληφθεί σοβαρά 

υπόψιν, ως προς τη δράση όλων αυτών των χηµικών ουσιών. Όπως έχει ήδη 

αναφερθεί, τα πρωτοϊνίδια διαθέτουν ισχυρές νευροτοξικές ιδιότητες. Εποµένως, η 

αναστολή της διαδικασίας σχηµατισµού ινιδίων σε πρώιµα στάδια µε την 

επακόλουθη παραγωγή µικρών ολιγοµερών, µπορεί να αποβεί περισσότερο 

καταστροφική παρά ωφέλιµη. Εποµένως, η έρευνα για ένα ιδανικό φάρµακο για τις 

συνουκλεϊνοπάθειες θα πρέπει να στραφεί προς την ανακάλυψη µορίων που δρουν 

είτε σταθεροποιώντας τη φυσιολογική µη αναδιπλούµενη δοµή της α-συνουκλεΐνης 

ή εµποδίζοντας ολοκληρωτικά τη συσσωµάτωση της. Η ιδιότητα αυτή έχει 

αποδειχτεί ότι ισχύει για την περίπτωση της scyllo-inositol σχετικά µε τη δράση της 

σε χαµηλού µοριακού βάρους ολιγοµερή β αµυλοειδούς (Townsend et. al., 2006). 

Πράγµατι, στη συγκεκριµένη µελέτη, αποδεικνύεται ότι η scyllo-inositol, 

προσδένεται αλλά δεν διασπά τα συγκεκριµένα ολιγοµερή, που αποτελούν τοξικές 
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µορφές. Αντιθέτως, τα σταθεροποιεί, αποτρέποντας τις τοξικές τους δράσεις, µε 

άγνωστο ωστόσο µηχανισµό. 

Κλείνοντας, πρέπει να επισηµανθεί ότι όλες οι πρόσφατες θεραπείες στη 

νόσο Πάρκινσον (υποκατάσταση µε ντοπαµίνη, χορήγηση αγωνιστών ντοπαµίνης, 

αναστολείς του ενζύµου COMPT, αναστολείς του ενζύµου ΜΑΟ-Β, απελευθερωτές 

ντοπαµίνης (πχ. αµανταδίνη), στερεοτακτικές επεµβάσεις), είναι απλά 

συµπτωµατικές. Οι νέες θεραπείες θα πρέπει να έχουν τη δυναµική να 

επιβραδύνουν ή και να αναχαιτίζουν την πρόοδο της ασθένειας. Ωστόσο, για να 

αναπτυχθούν αποτελεσµατικά θεραπευτικά πρωτόκολλα, είναι επιτακτική ανάγκη 

να κατανοηθεί η λεπτοµερής ανάλυση της λειτουργίας, δυσλειτουργίας και του 

µηχανισµού δηµιουργίας ολιγοµερών της α-συνουκλεΐνης, να ταυτοποιηθεί το 

είδος των πρωτοϊνιδίων που απαντάται στον ανθρώπινο εγκέφαλο και να 

καθοριστεί ο ακριβής τρόπος πρόκλησης τοξικότητας. 
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